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1. Einleitung

1.1 Das Nierenzellkarzinom

1.1.1 Epidemiologie

Das Nierenzellkarzinom (renal cell carcinoma, RCC) ist ein maligner epithelialer
Tumor des Nierengewebes und macht etwa 90% aller primaren Nierentumoren
aus’, ca. 7% der Nierentumoren sind benigne Neoplasien®.

Die Inzidenz des Nierenzellkarzinoms liegt bei 6,8/100.000 (Frauen) bzw.
16,6/100.000 (Manner), der Anteil der malignen Tumoren der Nieren und der
ableitenden Harnwege an allen Malignomneuerkrankungen in Deutschland
machte 2006 3,3% (Frauen) bis 4,4% (Manner) aus.® Fir 2012 prognostizierte
das Robert-Koch-Institut 9.300 Neuerkrankungen bei Mannern, 5.800 bei
Frauen.* Tendenziell steigt die Zahl der jahrlichen Neuerkrankungen weltweit
jahrlich um etwa 2%.° Manner sind bei Diagnosestellung durchschnittlich 68
Jahre alt, Frauen 71 Jahre.*

Die 5-Jahres-Pravalenz des Nierenzellkarzinoms lag 2004 in Deutschland bei
insgesamt 58.100 Patienten, fur das Jahr 2010 prognostiziert das Robert-Koch-
Institut eine 5-Jahres-Pravalenz von 63.100 Patienten.®

Malignome der Nieren waren 2006 die Ursache fir 3,6% (Méanner) bzw. 2,7%
(Frauen) aller krebsbedingten Todesfélle in Deutschland. Europaweit konnte die
Mortalitat bis 2004 um 13% (Manner) bzw. 17% (Frauen) gesenkt werden.” Die

5-Jahres-Uberlebensrate wird mit 65% bis 75% angegeben.®

1.1.2 Atiologie und Risikofaktoren

Sowohl fuir das Nierenzellkarzinom als auch fur Karzinome des Nierenbeckens
bzw. der Ureteren werden Ubergewicht, Hypertonie und Tabakkonsum als
Risikofaktoren diskutiert.® Raucher haben ein um bis zu 40% erhohtes Risiko,

ein  Karzinom der Niere zu entwickeln.’® Sowohl langfristige

Analgetikaeinnahme®® als auch Nierensteine, polyzystische Nierenerkrankung®

11,12

und Dialyse bei Niereninsuffizienz sind als weitere Risikofaktoren zu
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nennen; diskutiert werden auch berufliche Belastungen mit Asbest,
Lésungsmitteln, Blei oder Cadmium.?2 AuBerdem wurde eine familidre
Disposition beobachtet: Trat in einer Familie ein Nierenzellkarzinom auf, hatten
die Nachkommen ein um den Faktor 3,6 erhdhtes Risiko, ebenfalls ein
Karzinom zu entwickeln.™

Bedeutend fur die Atiologie des klarzelligen Nierenzellkarzinoms (clear cell
renal cell carcinoma, ccRCC) ist eine Mutation bzw. die Inaktivierung des Von-
Hippel-Lindau(VHL)-Tumorsuppressor-Genes. Das Von-Hippel-Lindau-
Syndrom ist eine Tumorerkrankung mit autosomal-dominantem Erbgang, wobei
das auf Chromosom 3, Bande p25/26 liegende VHL-Gen einmal als mutiertes
und einmal als Wildtypallel vorhanden ist.'* Bei den Betroffenen treten
Hamangioblastome des ZNS, Hamangiome der Retina, Pankreaszysten,
Phaochromozytome, Zystadenome des Nebenhodens sowie Nierenzysten und
-karzinome auf.’® 45% der Patienten mit VHL-Syndrom entwickeln ein
klarzelliges Nierenzellkarzinom.?

Bei sporadisch auftretenden klarzelligen Nierenzellkarzinomen findet sich in
etwa 50% der Félle eine Mutation des VHL-Genes und in 10-20% der Falle ist
das VHL-Gen verstarkt methyliert und damit inaktiviert, ohne dass ein VHL-
Syndrom vorliegt.*®

Die Funktion des intakten VHL-Tumorsuppressor-Genes besteht in der
Regulation des Transkriptionsfaktors hypoxia-inducible factor (HIF), welcher die
Transkription des vascular endothelial growth factors (VEGF) und anderer
Faktoren des Sauerstoff- und Glukosemetabolismus sowie der Angiogenese
aktiviert.'” Bei inaktiviertem VHL-Gen findet sich ein Uberangebot an mRNA,
die fir oben genannte Faktoren codiert. Dies ist fur alle Tumoren des VHL-
Syndroms charakteristisch.*®

Fur das papillare Nierenzellkarzinom (papRCC) wurde eine Mutation des c-
MET-Protoonkogens nachgewiesen, welches fir den Hepatocyte Growth
Factor Receptor (HGFR) codiert. Durch die resultierende Fehlregulation des
ubiquitar  vorhandenen HGFR kommt es zu unkontrolliertem

Gewebswachstum.*® Auch eine Keimzellmutation im Gen fir die Fumarat-
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Hydratase des Zitratzyklus beglnstigt das Auftreten von papillaren
Nierenzellkarzinomen und weiteren Tumoren.?®#

Weiterhin treten bei 45% der Patienten, die unter dem Birt-Hogg-Dubé-Syndrom
leiden, Nierentumoren auf.?> Sowohl chromophobe (33%, chRCC) und
klarzellige (9%) Nierenzellkarzinome als auch Onkozytome (5%) und
chromophob-onkozytare Mischtumoren (50%) kommen vor.®® Fir das
chromophobe Nierenzellkarzinom sind zudem Erbgutveranderungen in den

Chromosomen 1, 2, 6, 10, 13, 17 und 21 als Ursache beschrieben.?*

1.1.3 Histopathologische Einteilung der Neoplasien der Niere

Es werden benigne und maligne Tumoren des Nierenparenchyms

unterschieden. Zu den benignen Lasionen werden das papillare Adenom, das

Onkozytom und das metanephritische Adenom gezahlt. Papillare Adenome sind

die haufigsten gutartigen Neubildungen der Niere und werden meist zufallig

diagnostiziert.  Onkozytome machen 5% der Nierentumore aus,

metanephritische Adenome weniger als 1%.

Die Nierenzellkarzinome werden nach UICC in funf Gruppen eingeteilt:?®

1. Das klarzellige Nierenzellkarzinom ist mit 75 bis 90%° der haufigste
maligne Tumor der Niere und entsteht aus den Epithelien des proximalen
Tubulus®®. Kennzeichnend sind ein klares Zytoplasma, eine gute
Vaskularisierung durch ein feines Kapillarnetz und die azinare oder
alveolare histomorphologische Struktur?’ der Tumorzellen. In rund 50%
der klarzelligen Nierenzellkarzinome sind Mutationen des VHL-Genes
nachweisbar.*®
2. Bei 10 bis 15%° der Nierenzellkarzinome handelt es sich um den

papillaren (auch chromophilen) Subtyp, der wiederum in Typ-1
(basophile Tumorzellen) und Typ-2 (eosinophile Tumorzellen) unterteilt
wird. Typ-2-Tumoren kénnen sich aus Typ-1-Tumoren entwickeln?® und
haben eine schlechtere Prognose als Typ-1-Tumoren®. Die papillaren
Nierenzellkarzinome gehen von den Epithelien des proximalen Tubulus
aus und sind mit dysfunktionalen Genen (c-MET-Protoonkogen,

Fumarat-Hydratase) assoziiert.?
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3. Das chromophobe Nierenzellkarzinom macht 4 bis 5% der
Nierenzellkarzinome aus und geht von den [-intercalated-cells des
Sammelrohres aus?®, wobei es auch Hinweise auf einen Zusammenhang
mit den Zellen des distalen Tubulus® gibt. Mikroskopisch fallen Halos um
die Tumorzellkerne und die Pleomorphie der Tumorzellen auf, deren
Zytoplasma sowohl klar als auch eosinophil konfiguriert sein kann. In der
Hale-Farbung lasst sich das chromophobe Nierenzellkarzinom kréftig
blau anfarben.?®

4. Weniger als 1% der Nierenzellkarzinome sind Sammelrohr- bzw. Ductus-
Bellini-Karzinome. Sammelrohrkarzinome sind typischerweise
aggressive Tumoren, morphologisch sind hochgradig atypische
Epithelien in entzindlich verandertem, desmoplastischem Stroma
charakteristisch.?®

5. In der funften Gruppe werden Tumoren zusammengefasst, die nicht
eindeutig klassifiziert oder charakterisiert werden kénnen.

Fur jeden der funf Subtypen gibt es eine hochmaligne sarkomatoid
entdifferenzierte Variante. Sarkomatoid entdifferenzierte Tumoren weisen
pleomorph-spindelférmige Tumorzellen auf und haben aufgrund ihres
aggressiven Wachstums und rascher Metastasierung eine schlechtere
Prognose, auf systemische Chemo- bzw. zielgerichtete Therapien (targeted
therapy) sprechen die Tumoren kaum an.*** Bis zu 13,2% der

Nierenzellkarzinome sind sarkomatoid entdifferenzierte Tumoren.>

1.1.4 Metastasen

Nierenzellkarzinome metastasieren entsprechend dem sogenannten Cava-
Typus hauptsachlich pulmonal (50 bis 60% der Falle mit Metastasen), ossar (30
bis 40%), hepatisch (30 bis 40%) und ins Gehirn (5%). Da Vviele
Nierenzellkarzinome lange Zeit unerkannt bleiben und daher oft erst in
fortgeschrittenen Stadien diagnostiziert werden, finden sich bei 25 bis 30% der
Patienten zum Zeitpunkt der Erstdiagnose Metastasen. Nach Patard et al.
weisen von den Patienten mit klarzelligem Nierenzellkarzinom 21,5% Filiae auf,

mit papillirem ca. 15% und mit chromophobem etwa 3%.%" In ca. 90% der
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metastasierten Tumoren handelt es sich beim Primarius um ein klarzelliges
Nierenzellkarzinom.** Die Prognose st trotz  chirurgischer  und
chemotherapeutischer Therapie schlecht: Nur 5 bis 10% der Patienten mit
metastasierten Nierenzellkarzinomen sind finf Jahre nach Diagnosestellung
noch am Leben. Ohne Therapie liegt die mittlere Uberlebenszeit bei unter
einem Jahr.*® Dank zielgerichteter Therapie (s. u.) werden trotz Metastasen

inzwischen mediane Uberlebenszeiten von ca. 30 Monaten® erreicht.

1.1.5 Klinik des Nierenzellkarzinoms

85% der Tumoren werden zuféllig bei Ultraschalluntersuchungen oder
Computertomogrammen entdeckt, ohne dass beim Patienten spezifische
Symptome vorgelegen hatten. Die klassische Virchow-Trias aus
Flankenschmerz, Hamaturie und einer palpablen abdominalen Raumforderung
deutet auf einen ausgedehnten Befund in fortgeschrittenem Stadium hin, macht
aber im heutigen klinischen Alltag nur 15% der diagnostizierten
Nierenzellkarzinome aus. Weiterhin kdnnen im Rahmen der Tumorerkrankung
Allgemein- bzw. B-Symptome wie Anamie, Gewichtsverlust, Fieber,
Nachtschweil3 oder Verlust der normalen Leistungsfahigkeit auftreten.?°
Paraneoplastische Syndrome kommen bei 20% der Patienten bei der
Erstdiagnose eines Nierenzellkarzinoms vor. Darunter fallen die
Hyperkalziamie, die sowohl von ossaren Metastasen als auch vom durch den
Tumor produzierten parathormon-related-peptide (PTHrP) verursacht werden
kann, die Hypertonie, h&matologische Symptome wie Polyzythamie und
Erythrozytose, sowie weitere neurologische und dermatologische Symptome.
Zudem ist das Stauffer-Syndrom zu erwahnen, welches durch die Erhéhung der
Leberenzyme AST und ALT, eine verlangerte Prothrombinzeit, Fieber,
Hepatosplenomegalie sowie Gewichtsverlust auffallt und nur bei Patienten mit
Nierenzellkarzinom auftritt. Ursachlich sind nicht Lebermetastasen, sondern

eine tumorzytokinvermittelte Hepatitis.>’
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1.1.6 Diagnostik

Kdrperliche Untersuchung und Blutuntersuchungen spielen in der Diagnostik
des Nierenzellkarzinoms zwar eine untergeordnete Rolle, sollten aber dennoch
durchgefiihrt werden. Reduzierter Allgemeinzustand, eine palpable abdominale
Raumforderung, zervikale Lymphadenopathie und ein generalisiertes Odem der
unteren Extremitat, welches durch Tumorinfiltration ins Gefal3system ausgelost
werden kann, sind auffallige Befunde. Neben Serumkreatinin und GFR sollten
bei Verdacht auf eine renale Raumforderung ein grof3es Blutbild, BSG,
Alkalische Phosphatase, LDH und Serumkalzium genau wie Urindiagnostik
nicht aul3er Acht gelassen werden. CRP und Leukozyten sind in aller Regel
erhoht und kénnen auch als Prognosefaktor bestimmt werden, wenngleich sie
nicht die beste Vorhersagegenauigkeit bieten.*® Spezifische Tumormarker sind
bisher nicht etabliert.

Das diagnostische Hauptaugenmerk beim Verdacht auf eine renale
Raumforderung liegt bei den radiologischen Untersuchungen, vor allem beim
Ultraschall und der Multidetektorcomputertomographie (MDCT).*® Bei den
meisten Raumforderungen kann so zwischen zystischen und soliden Befunden
unterschieden werden. Zystische Raumforderungen werden nach Bosniak in
funf Kategorien unterteilt, aufsteigend von benigne Uber semimaligne nach
maligne.*°

Ein MDCT-Abdomen gibt zudem Auskunft tber Tumorausdehnung, Venen- und
LymphgefaRinfiltration sowie Uber den Zustand der kontralateralen Niere, der
Nebennieren und der Leber. Zur Untersuchung der Nierendurchblutung, aber
auch zur Unterscheidung zwischen Onkozytom und Nierenzellkarzinom*, kann
eine Kontrastmittel-MDCT herangezogen werden. Die Magnet-Resonanz-
Tomographie (MRT) erlaubt durch héheren Weichteilkontrast*? eine genauere
Beurteilung des Tumors und ggf. einer Tumorinfiltration in die Vena cava, ist
jedoch als Zusatzuntersuchung anzusehen, falls die MDCT nicht ausreichend
Informationen liefert oder eine Untersuchung mit Kontrastmittel kontraindiziert

»  Eine FDG-PET  (**F-Fluordesoxyglucose-Positronen-Emissions-

ist
Tomographie) ist aktuell keine Standarduntersuchung und bietet bislang keinen

entscheidenden Vorteil hinsichtlich Diagnose oder Prognose.** Eine CT-
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Untersuchung des  Thorax sollte  bei  histologisch  gesichertem
Nierenzellkarzinom immer durchgefuhrt werden, weitere CT-Untersuchungen
zur Detektion von Metastasen (z.B. Cranio-CT) sollten nur dann durchgefihrt
werden, wenn Symptome bzw. ein klinischer Verdacht vorliegen, die fir eine
Metastasierung sprechen. Ossare Metastasen lassen sich ebenfalls mittels CT
diagnostizieren®®, sensitiver sind jedoch Knochen-Szintigraphie und FDG-
PET®.

Welche Dignitdt und welcher histologische Subtyp bei einer renalen
Raumforderung vorliegen, zeigt letztendlich erst die histologische Untersuchung
des Nephrektomiepraparates durch den Pathologen. Sun et al. zeigten jedoch,
dass es mittels Kontrastmittel-MRT mdglich sein kénnte, zwischen klarzelligem,
papillarem und chromophobem Nierenzellkarzinom zu unterscheiden, was fur
eine neoadjuvante Behandlung wichtig sein kénnte.*® Praoperative
Feinnadelbiopsien sind hochsensitiv und -spezifisch, allerdings wird bei bis zu
22% aller Biopsien lediglich normales Nierengewebe gewonnen. Problematisch
sind nekrotische, zystische oder sehr kleine Tumoren, weshalb eine
Verbesserung der Biopsietechnik wiinschenswert ware.*” Fir Patienten mit
metastasierten Tumoren ist vor systemischer Therapie eine Biopsie

empfohlen.*®

1.1.7 Klassifikation nach TNM

Das Staging der Nierenzellkarzinome wird nach dem von der Union
internationale contre le cancer (UICC) entwickelten TNM-System
vorgenommen. Der Pathologe beurteilt TumorgrofRe und -ausbreitung (T),
regionare (hilare, abdominal paraaortale und parakavale) Lymphknoten (N) und
das Vorliegen von Fernmetastasen (M). Aus dieser Beurteilung werden dann
vier Tumorstadien abgeleitet (siehe Tabelle 1). Zusatzlich wird im
histopathologischen Grading nach Fuhrman® (G) angegeben, welcher

Differenzierungsgrad bei den Tumorzellkernen vorliegt.
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TX
TO
T1

T2

T3

T4

NX
NO
N1
N2

MO
M1

GX
Gl
G2
G3
G4

Tla
Tlb

T2a
T2b

T3a

T3b
T3c

Primartumor

Primértumor kann nicht beurteilt werden

Kein Anhalt fur Prim&rtumor

Tumor maximal 7 cm in grof3ter Ausdehnung, auf die Niere begrenzt
Tumor < 4 cm in grof3ter Ausdehnung

Tumor >4 cm, aber <7 cm in grof3ter Ausdehnung

Tumor > 7 cm in grofdter Ausdehnung, begrenzt auf die Niere
Tumor > 7 cm aber < 10 cm in grof3ter Ausdehnung

Tumor > 10 cm, auf die Niere beschrankt

Ausgepragte Tumorausdehnung in die Nierenvene(n) oder deren segmentale
(muskelstarke) Aste, oder der Tumor befallt perirenales und/oder perihilares
Fett, aber nicht tiber die Gerota’sche Faszie hinaus

Tumorausdehnung in die Vena cava unterhalb des Zwerchfells
Tumorausdehnung in die Vena cava oberhalb des Zwerchfells oder Befall der
Venenwand

Tumorausdehnung Uber die Gerota’sche Faszie hinaus (einschliel3lich

zusammenhangender Ausdehnung in die ipsilaterale Nebenniere)

Regionare Lymphknoten

Regionare Lymphknoten kénnen nicht beurteilt werden
Keine regionaren Lymphknotenmetastasen
Metastase(n) in einem regionaren Lymphknoten

Metastasen in mehr als einem regionaren Lymphknoten

Fernmetastasen

Keine Fernmetastasen

Fernmetastasen

Histopathologisches Grading nach Fuhrman
Differenzierungsgrad kann nicht bestimmt werden

Gut differenziert

MéaRig differenziert

Schlecht differenziert

Undifferenziert
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Stadiengruppierung

I Tl NO MO
Il T2 NO MO
I T3 NO MO
T1-T3 N1 MO
Y, T4 jedes N MO
jedes T N2 MO
jedes T jedes N M1

Tabelle 1: TMA-Klassifikation 2009, modifiziert nach Sobin et al.*

1.1.8 Prognose

Eine zuverldassige Abschatzung der Prognose eines Patienten mit
Nierenzellkarzinom ist vor, wahrend und nach einer Therapie von grol3er
Bedeutung. Den vielfaltigen Eigenschaften, Ursachen und Ausbreitungen der
Tumoren entsprechend existieren zahlreiche individuelle Prognosefaktoren.
Grundsatzlich ist das Ductus-Bellini-Karzinom der aggressivste Subtyp des
Nierenzellkarzinoms mit der schlechtesten Prognose, bei Diagnosestellung sind
bis zu zwei Drittel der Tumoren bereits metastasiert. Klarzellige Tumoren sind
ebenfalls sehr aggressiv, die Prognose von papillaren und chromophoben
Tumoren ist hingegen deutlich besser.>* Cheville et al.> publizierten 2003 tiber
alle Stadien folgende 5-Jahresuberlebensraten: Klarzelliges Nierenzellkarzinom
68,9%, papillares  Nierenzellkarzinom  87,4% und  chromophobes
Nierenzellkarzinom 86,7%.

Ein weiterer wichtiger pradiktiver Faktor ist das histopathologische Grading
nach Fuhrman. Lang et al. veroffentlichten 5-Jahrestberlebensraten von 65 bis
76%, 30 bis 70%, 20 bis 50% und 10 bis 35% fur Tumoren mit G1, G2, G3 und
G4. Bezuglich der TNM-Stadieneinteilung lagen die 5-Jahrestiberlebensraten
fur Stadium | bei 90 bis 100%, fur Stadium Il bei 75 bis 95% und flr die Stadien
Il und 1V bei 60 bis 70% und 15 bis 30%.%3

Sowohl der Nachweis von Tumornekrosen als auch die sarkomatoide
Entdifferenzierung der Tumorzellen sprechen fir ein aggressiveres
Tumorwachstum mit schnellerer Metastasierung, woraus eine schlechtere

Prognose resultiert. De Peralta-Venturina et al. berichten Uber 5-
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Jahresuberlebensraten von 22% fur sarkomatoide Tumoren und 79% fur nicht-
sarkomatoide Tumoren.>* Bei Tumoren mit Nekrose ist die Wahrscheinlichkeit,
in Folge der Erkrankung zu versterben fir Patienten mit klarzelligem oder
chromophobem Nierenzellkarzinom vier bis finf Mal héher als ohne Nekrose.*
Klinische Zeichen wie Flankenschmerz, Hamaturie, tastbarer Tumor, B-
Symptome, paraneoplastische Syndrome, Thrombozytose oder Anamie sind
weitere mit ungunstiger Prognose korrelierende Faktoren.

In  Blut oder Urin nachweisbare Tumormarker existieren fir das
Nierenzellkarzinom aktuell nicht, die Datenlage fir die meisten molekularen
oder genetischen Marker (VHL, HIF, mTOR (mammalian Target of Rapamycin),
CAIX (carbonic anhydrase X)) ist nicht eindeutig. Lediglich fur erhéhte VEGF-
Expression wurde eine Assoziation zu aggressiverem Tumorwachstum
nachgewiesen.®>’

Basierend auf den Einflussgrofien wurden verschiedene Prognosemodelle
entwickelt, deren Vorhersagegenauigkeit in der Regel bei Uber 80% liegt. Da
histologische Merkmale den gréf3ten Einfluss auf die Prognose haben, sind die
S0 genannten postoperativen Modelle den praoperativen deutlich Gberlegen und
werden daher bevorzugt zur Prognoseabschatzung angewandt. Die vier
gangigsten postoperativen Modelle sind die Normogramme nach Kattan®®, nach
Karakiewicz*®, das UCLA (University of California, Los Angeles) Integrated
Staging System (UISS)® und der SSIGN (stage, size, grade, necrosis)-Score®’.
Laufend werden weitere Normogramme entwickelt bzw. bestehende
aktualisiert; in Zukunft werden auch Vorerkrankungen, Lebenswandel und
andere Patienteneigenschaften in den Scores bericksichtigt werden, sodass

eine noch zuverlassigere Prognoseabschatzung méglich erscheint.®

10



Einleitung

_ ) Vorhersage-
Modell Einflussgrofzen Endpunkte . cse7
genauigkeit™
TNM
Tumordurchmesser Progressionsfreies Uberleben .
Kattan more ’ 61 bis 82%
Histologischer Subtyp nach 5 Jahren
Symptome
TNM
Tumordurchmesser
Krebsspezifische

. . Grad h Fuh .
Karakiewicz fade nach Fuhman Uberlebensraten nach 1, 2, 5 86,3 bis 88,0%

Alter
und 10 Jahren
Geschlecht

Symptome (lokal/systemisch)

TNM
UISS Grade nach Fuhrman 5-Jahrestiberlebensrate 81%
ECOG-Performance Status®

TNM

Grad h Euh Krebsspezifische
rade nach Fuhrman . .
SSIGN Uberlebensraten nach 1, 3,5, 7 81 bis 88%

Tumordurchmesser </>5cm
und 10 Jahren

Tumornekrose

Tabelle 2: Prognosemodelle

FUr metastasierte Tumoren sind Ort und Zahl der Metastasen sowie klinische
Parameter relevanter als die TNM-Klassifikation oder das Fuhrman-Grading.
Dementsprechend wurden auf fortgeschrittene Tumoren zugeschnittene
pradiktive Normogramme entwickelt, auch Einflisse einer eventuell
durchgefiihrten zielgerichteten Therapie koénnen bertcksichtigt werden.
Hinsichtlich ihrer Vorhersagegenauigkeit sind die Normogramme flr
metastasierte Tumoren den oben genannten postoperativen Modellen deutlich
unterlegen.

Die wichtigsten Normogramme sind das Modell der French Group of
Immunotherapy (FGI)®*, die zwischenzeitlich immer weiter verfeinerten und fir
verschiedene Therapiemodalititen angepassten Modelle nach Motzer et al.®
sowie der fiir Patienten mit zielgerichteter Therapie entwickelte Heng-Score®®.
Das FGI-Modell bertcksichtigt die Faktoren Lebermetastasen, die Zeit
zwischen Tumor- und Metastasendiagnose, multifokale Metastasen und
erhohte Werte von Neutrophilen, wahrend die Modelle nach Motzer et al.
grundséatzlich auf dem Karnofsky-Index, der Zeit seit Erstdiagnose und den

Werten fiir Hamoglobin, LDH und Serum-Kalzium basieren® und fiir Patienten
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mit Inferferon-a®’- oder Sunitinib®®-Therapie angepasst werden kénnen. Crepel
et al.®® konnten fir mit Sunitinib behandelte Patienten zeigen, dass das Modell
der FGI dem Motzer-Modell in der Vorhersagegenauigkeit iberlegen ist.”

Der Heng-Score basiert wie der Motzer-Score auf Karnofsky-Index, Zeit
zwischen Diagnose und Therapiebeginn, den Blutwerten fur Hamoglobin und

Kalzium sowie zusatzlich fur neutrophile Granulozyten und Thrombozyten.

1.1.9 Therapie des Nierenzellkarzinoms®*®

1.1.9.1 Chirurgische Intervention

Die chirurgische Intervention ist nach wie vor der einzige Kkurative
Therapieansatz zur Behandlung des Nierenzellkarzinoms. Systemisch-
medikamentdse MalRnahmen mittels Chemo-, Immun- oder
antiangiogenetischer Therapie sind als palliative Behandlungsmdglichkeiten
etabliert.*

Fur die Wahl des Operationszugangs und die Radikalitat des Eingriffs sind
GroRe und Ausdehnung des Primartumors, etwaige Metastasen oder ein
Tumorthrombus in der V. cava, die Konstitution des Patienten, aber auch
Erfahrung und Vorlieben des Operateurs entscheidend. Die radikale bzw. die
partielle (NSS, nephron sparing surgery) Nephrektomie kann offenchirurgisch
mittels transperitonealem, lumbalem oder thorakoabdominalem Zugang aber
auch laparoskopisch durch transperitonealen oder retroperitoneoskopischen

Zugang durchgefiihrt werden.”

1.1.9.2 Weitere ablative Therapieverfahren
Minimal invasive Techniken wie die Radiofrequenzablation (RFA) und die
Kryoablation stehen fir bestimmte Indikationen als Alternative zu den oben
genannten Eingriffen zur Verfigung:

- Bei alteren Patienten mit kleinen (<3cm), asymptomatischen Tumoren

- Fur Patienten mit genetischer Pradisposition zu multiplen Tumoren

- Patienten mit bilateralen Tumoren

- Patienten mit Einzelniere

12
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Bei Patienten mit multiplen Metastasen, einer Lebenserwartung von weniger als
einem Jahr oder mit Gerinnungsstorungen sind die RFA und die Kryoablation

kontraindiziert.*®

1.1.9.3 Therapie bei metastasierten Tumoren

Auch fur Patienten, die an einem metastasierten Nierenzellkarzinom erkrankt
sind, ist die Tumornephrektomie bei nicht resektablen Metastasen sinnvoll:
Flanigan et al.”? konnten zeigen, dass die sogenannte zytoreduktive Entfernung
der tumortragenden Niere in Kombination mit Interferon-a einen signifikanten
Uberlebensvorteil von 5,8 Monaten im Vergleich mit einer alleinigen Interferon-
a-Behandlung bringt. Der potentielle Nutzen einer Kombination aus
Nephrektomie und neuen zielgerichteten Substanzen (Temsirolimus, Sunitinib,
Sorafenib, Bevacizumab, Axitinib) bzw. wie eine Kombination beider
Therapieansatze aussehen koénnte, wird kontrovers diskutiert, allerdings liegen
bislang nur retrospektive Studienergebnisse vor.**"®™* Aktuell wird diese Frage
prospektiv in der CARMENA-Studie (Clinical Trial to Assess the Importance of
Nephrectomy) untersucht.”

Die Resektion von Metastasen sollte, sofern dem Patienten zumutbar und
technisch durchfihrbar, forciert werden, jedoch nur dann, wenn eine
chirurgische RO-Resektion erreicht werden kann. Alt et al. zeigten
krebsspezifische 5-Jahrestiberlebensraten von 73% nach kompletter Resektion
pulmonaler Metastasen im Vergleich zu 19% ohne Resektion. Gemessen am
Uberleben nach Entfernung multipler Metastasen ist das Sterberisiko ohne
Metastasektomie dreimal hoher.”® Hinsichtlich der Frage, welchen Stellenwert
die Entfernung von Metastasen in der Ara der monoklonalen Antikérper und der
Small Molecules (zielgerichtete Therapie) hat, ist die Datenlage aktuell nicht
eindeutig und das Therapieregime stark vom jeweiligen Patienten und seinen
Ressourcen abhangig.””

Bei Knochen- und Hirnmetastasen, die weder resektabel sind, noch auf eine
systemische Therapie ansprechen, kann eine Bestrahlung die Beschwerden
des Patienten lindern’®, wobei der palliative Aspekt im Vordergrund steht. Die

Radiotherapie stellt keinen kurativen Ansatz dar.
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Die rein systemische Therapie des metastasierten Nierenzellkarzinoms ist bei
irresektablen Tumoren indiziert. Da Nierenzellkarzinome vom Kklarzelligen
Subtyp die haufigste und prinzipiell auch aggressivste Variante darstellen,
werden in Therapiestudien papillare und chromophobe Karzinome oder
Sammelrohrtumoren in der Regel nicht bericksichtigt, sodass zu den
selteneren Subtypen Therapieempfehlungen nur begrenzt mdoglich sind.
Klassische Chemotherapeutika wirken in nur 4 bis 6% der Falle und sind
daher nicht in den Therapieleitlinien enthalten.

Lange Jahre waren Interferon-a und Interleukin-2 als Mono- oder Kombinations-
Erstlinientherapien des metastasierten Nierenzellkarzinoms etabliert. 3 bis 31%
der Patienten im metastasierten Stadium sprachen auf eine Interferon-a-
Therapie an, die mittleren Uberlebenszahlen reichten von 8 bis 17 Monaten, auf
Interleukin-2 sprachen bei einer mittleren Uberlebenszeit von maximal 17,5
Monaten 9 bis 30% an.®°

In den letzten Jahren haben neue Medikamente die Therapieempfehlungen
stark verandert. Monoklonale Antikérper und Small Molecules (zielgerichtete
Therapie) wirken gezielt auf Signalwege des Tumorwachstums und
versprechen ein besseres Ansprechen sowie verlangerte Uberlebenszahlen.
Um abschéatzen zu kodnnen, welche zielgerichtete Therapie individuell die

1.%% einen studienbasierten Score zur

wirksamste ist, etablierten Heng et a
Risikostratifizierung, anhand dessen die Patienten in favourable-(low-),
intermediate- und poor-(high-)risk-Gruppen eingeteilt werden koénnen. Die
Leitlinien der EAU (European Association of Urology) orientieren ihre
Therapieempfehlungen am Heng-Score. Indikatoren des Scores sind der
Karnofsky-Index, die zwischen Erstdiagnose und Beginn der systemischen
Therapie vergangene Zeit, Werte fur Hamoglobin (Hb), Serum-Kalzium,
neutrophile Granulozyten und Thrombozyten. Patienten ohne Risikofaktoren
werden der favourable-(low-)risk-Gruppe zugeteilt, zur intermediate-risk-Gruppe
gehdren Patienten mit einem oder zwei Risikofaktoren und zur poor-(high-)risk-

Gruppe Patienten mit mehr als drei Risikofaktoren.
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Risikofaktoren Grenzwert
Karnofsky-Index < 80%

Zeit seit Erstdiagnose < 12 Monate

Hb < unterer Referenzwert
Serum-Kalzium > oberer Referenzwert
Neutrophile Granulozyten > oberer Referenzwert
Thrombozyten > oberer Referenzwert

Tabelle 3 modifiziert nach Heng et al.*®®

Allen zielgerichteten Therapien gemeinsam ist ihre antiangiogenetische
Wirkung, sie greifen in die verschiedenen im Tumor fehlregulierten hypoxia-
inducible-Signalwege ein, was in Tumornekrose oder -verkleinerung resultiert.?*
Der Signalweg PI3K(Phosphoinositid-3-Kinasen)/AKT/mTOR  ist  die
gemeinsame Endstrecke bzw. das direkte Ziel der unterschiedlichen
zielgerichteten Therapien: Ziel der meisten blockierten Faktoren (PDGF
(platelet derived growth factor)®’, RAS (rat sarcoma)®®, c-KIT®, FLT-3 (FMS-like
tyrosine kinase 3, auch CD135%)%) ist PI3K, welches AKT und mTOR aktiviert.
VEGF aktiviert eine mTOR-Untereinheit und fuhrt zu erhéhter PDGF-
Expression. Uber aktiviertes mTOR kann die Expression der unterschiedlichen
hypoxia-inducible Faktoren gesteuert werden. Da bei mutiertem VHL-Gen ein
wichtiger Regulator der HIF-Expression ausfallt und gleichzeitig verstarkt VEGF
vorliegt, kommt es zu einer Stimulation der HIF-Expression und damit der
Angiogenese. Somit liegt der Schliussel zur Unterdrickung der HIF-Produktion
bzw. der Angiogenese in einer Inhibition von mTOR oder den verschiedenen

Faktoren, die den Signalweg uiber PI3K aktivieren.?:
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Grafik1: VHL-assoziierte Signalkaskaden nach Patel et al.*
Der monoklonale Antikérper Bevacizumab richtet sich gegen VEGF und
blockiert so die Angiogenese. In Kombination mit Interferon-a ist er zur
Erstlinientherapie bei Patienten mit low- oder intermediate-risk zugelassen, fur
high-risk-Patienten lieR sich keine verbesserte Prognose nachweisen.®® Nach
Escudier et al. lag das progressionsfreie  Uberleben fur die
Kombinationstherapie bei 10,2 Monaten und die objektive Ansprechrate bei
31%, wahrend fiur die Interferon-a-Monotherapie 5,4 Monate und ein
Ansprechen bei 13% der Patienten erreicht wurde. Fir eine Bevacizumab-
Monotherapie gelten 8,5 Monate progressionsfreies Uberleben und ein
Ansprechen bei 13% der Patienten.”

Sunitinib ist ein Multi-Tyrosin-Kinase-Inhibitor (TKI) und blockiert VEGFR2,
PDGFR (platelet-derived growth factor receptor), FLT-3 und c-KIT. 11 Monate
progressionsfreies Uberleben, 37% Therapie-Ansprechen und eine mittlere
Gesamtiiberlebenszeit von 26,4 Monaten werden fiir Sunitinib angegeben.%*
Sunitinib ist als Erstlinientherapie bei Patienten mit low- und intermediate-risk
zugelassen.

Pazopanib ist als Erstlinientherapie bei Patienten mit low- oder intermediate-risk
zugelassen, aulRerdem als Zweitlinientherapie nach vorausgegangener

Behandlung mit Interferon-a oder Interleukin-2. Pazopanib inhibiert am
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VEGFR1, 2 und 3 sowie am PDGFR und an c-KIT. Als Erstlinientherapie wurde
ein progressionsfreies Uberleben von 11,1 Monaten und als Zweitlinientherapie
von 7,4 Monaten beobachtet, die Ansprechrate lag bei 30%.%

Auch Sorafenib ist als Zweitlinientherapie nach vorausgegangener
Zytokintherapie zugelassen und blockiert mehrere von Tyrosin-Kinasen
abhangige Rezeptoren (VEGFR2 und 3, FLT-3, c-KIT, PDGFR) sowie die
Serin-Threonin-Kinasen B-RAF und C-RAF (rapidly growing fibrosarcoma), die
iiber das G-Protein RAS mit VEGF und PDGFR in Verbindung stehen sollen.®
Gegenuber Placebo verdoppelt sich mit Sorafenib das progressionsfreie
Uberleben (2,8 vs. 5,9 Monate), nach drei Monaten Behandlung lagen die
Ansprechraten bei 34 vs. 57%.%°

Eine Behandlung mit dem mTOR-Inhibitor Temsirolimus ist nach den aktuellen
Leitlinien als Erstlinientherapie bei high-risk-Patienten indiziert. Die Serin-
Threonin-Kinase mTOR reguliert Zellwachstum und -proliferation sowie die
Expression von HIF und dessen Regulatorgenen.®’ Verglichen mit Interferon-a
(3,1 Monate) liegt das progressionsfreie Uberleben unter Behandlung mit
Temsirolimus bei 5,5 Monaten, die Ansprechraten bei 4,8 bzw. 8,6% und die
mittleren Gesamtiiberlebenszeiten bei 7,3 bzw. 10,9 Monaten.*®

Eine Zweitlinientherapie-Moglichkeit nach fehlgeschlagener zielgerichteter
Therapie stellt Everolimus dar, ein oral applizierter mTOR-Inhibitor. Verglichen
mit Placebo (1,9 Monate) wurde nach Motzer et al.”® durch Everolimus ein
progressionsfreies Uberleben von 4,9 Monaten erreicht, die mittlere
Gesamtuberlebenszeit lieR sich mit Everolimus um 4,8 auf 14,8 Monate
steigern.

Wie die idealen Therapiesequenzen aus alternierend oder nacheinander
eingesetzten oben genannten Medikamenten aussehen, wird derzeit in
klinischen Studien untersucht, ebenso die Frage nach einem (neo-)adjuvanten
Einsatz der zielgerichteten Therapien.*®

Zusammengefasst haben die beschriebenen TKI zwar eine Verbesserung der
Gesamtuberlebenszeit gebracht, da es sich aber nur um Zeitrdume von einigen
Monaten handelt und keine Langzeit-Response bzw. keine Vollremission

erreicht werden konnte, kann von einem Durchbruch in der Therapie von
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Patienten mit metastasiertem Nierenzellkarzinom keine Rede sein. Obwohl TKI
gegen zahlreiche Effektoren des PISK/AKT/mTOR-Signalwegs wirken, ist der
Effekt begrenzt, sodass der Focus beziglich der zielgerichteten Therapie beim
Nierenzellkarzinom auch auf alternative und bislang weniger genau untersuchte
Signalwege wie den in dieser Arbeit untersuchten Wnt-/B-Catenin-Signalweg

gerichtet werden sollte.

1.2 B-Catenin und der Wnt-Signalweg

1.2.1 B-Catenin

B-Catenin ist ein 781 Aminosauren langes Protein, das vom CTNNB1-Gen auf
Chromosom 3p2l1 codiert wird und multiple sogenannte ,armadillo repeat
domains* fiir Bindungen zwischen zwei Proteinen aufweist.'®* Die Verbindung
zweier Zellen durch adherens junctions ist eine der Hauptfunktionen von [3-
Catenin: In Verbindung mit a-Catenin gewahrleistet es an die zytoplasmatische
E-Cadherin-Doméane geknupft die Interaktion mit Aktin und somit mit dem
Zytoskelett.’® Intaktes B-Catenin sorgt also fiir stabile Adh&sion unter
Nachbarzellen, was fur Funktion, Stabilitdt und gerichtetes Wachstum
entscheidend ist. Anders bei einem z. B. an der Zellmembran lokalisierten
Defekt von [B-Catenin: Durch die sogenannte epitheliale-mesenchymale
Transition (EMT), bei der sich aufgrund einer Verédnderung der Zell-Zell-
Interaktion  immobile  Epithelzellen zu  beweglichen fibroblastoiden
Mesenchymzellen entwickeln, wird ungerichtetes bzw. unkontrolliertes
Zellwachstum begtinstigt, wie es bei der Kanzerogenese und dem weiteren
Tumorwachstum bzw. der Metastasierung der Fall ist. Zudem bewirkt die EMT,
dass E-Cadherin durch N-Cadherin ersetzt wird und vermehrt B-Catenin im
Zytoplasma vorliegt, was wiederum die Expression einiger mit Angiogenese und
Tumorwachstum verbundener Faktoren steigern kann (s.u.).*%®

Seine zweite Hauptfunktion erfullt B-Catenin als Effektorprotein im Wnt-
Signalweg, wobei davon ausgegangen wird, dass beide [(-Catenin-

Hauptfunktionen vom selben Pool an p-Catenin-Molekilen abhangen und somit
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eine enge Interaktion zwischen der Cadherin-abhangigen Zelladhasion und

dem Whnt-Signalweg besteht.***

1.2.2 Der Wnt-Signalweg

Der Wnt-Signalweg vermittelt extrazellulare Signale Uber mehrere
Effektorproteine an den Zellkern und steuert so die Expression verschiedener
Gene. Wnt spielt in der embryonalen und adulten Zell-Zell-Kommunikation, bei
einigen hereditaren Erkrankungen sowie bei der Entwicklung von Karzinomen
eine entscheidende Rolle. Wnt ist ein Akronym aus den Gennamen Wingless,
bekannt seit 1973, und Intl (1982), die unabhangig voneinander mit
unterschiedlichen Funktionen entdeckt wurden. 1987 identifizierten Rijsewijk et
al.'® die beiden Gene in Drosophila melanogaster als ein und dasselbe Gen.
Bislang wurden 19 strukturverwandte humane Wnt-Gene identifiziert, die auf
verschiedenen Chromosomen liegen und eine Strukturhomologie von minimal
18% aufweisen. Die Wnt-Proteine sind ca. 40 kDa schwer und bestehen in der
Regel aus 350 bis 400 Aminosauren, auffallig sind ein Muster von jeweils 23
oder 24 Cysteinresten und an einige Aminosauren angehangte Fettsauren®®,
die fur die Wnt-Sekretion aus dem endoplasmatischen Retikulum und die
Signalaktivitat der Wnt-Proteine von Bedeutung sind.*®’

Fur die Wnt-Proteine sind drei Hauptsignalwege bekannt, zwei nicht-kanonische
und der kanonische. Die beiden nicht-kanonischen Signalwege, sprich der
planar-cell-polarity (PCP)- und der kalziumabhangige-Wnt-Signalweg
funktionieren ohne B-Catenin und regulieren v. a. in der Embryonalphase
Polaritat, gerichtetes Wachstum und Kalziumhaushalt der Zelle. Fir die nicht-
kanonischen Whnt-Signalwege sind keine eindeutigen Verknipfungen zu
Krebserkrankungen beschrieben.®

Der kanonische, B-Catenin-abhéangige Wnt-Signalweg hingegen ist wesentlich
mit der Regulation des adulten Zellzyklus sowie des Protoonkogens c-myc und
damit mit der Kanzerogenese assoziiert. Ohne Interaktion von Wnt mit
Rezeptoren an der Zellmembran sorgt der cytoplasmic destruction complex aus
B-Catenin, Axin, GSK3 (Glykogen-Synthase-Kinase 3), CK1y (Casein-Kinase

1y) und APC (adenomatous polyposis coli) daflrr, dass im Zytosol kein freies [3-
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Catenin akkumulieren kann. Nach Phosphorylierung durch GSK3 und CK1y und
einer anschlieRenden Ubiquitinylierung mittels p-Transducin repeat-containing
protein (BTrCP) wird B-Catenin im Proteasom abgebaut.*®®

B-Catenin kann im Zytosol akkumulieren, wenn freies, extrazellulares Wnt an
die Transmembranproteine Frizzled (Fz) und Lrp5/6 (low-density lipoprotein
receptor-related protein 5/6) bindet. Der Ligand-Rezeptor-Komplex veranlasst
GSK3 und CK1y zur Phosphorylierung des zytoplasmatischen Lrp5/6-Endes,
anschlieRend bindet Axin vermittelt durch Dishevelled (Dsh)'*® an
phosphoryliertes Lrp5/6. Ohne Axin zerfallt der cytoplasmic destruction
complex, sodass B-Catenin nicht mehr phosphoryliert, ubiquitinyliert und im
Proteasom abgebaut wird. Akkumuliertes B-Catenin wandert in den Zellkern
und bindet nach Verdrangung der Transkriptions-Repressoren Groucho/TLF

(transducin-like enhancer of split)*** an die DNA-Bindeproteine TCF und Lef,

woraus eine Hochregulierung der Wnt-Zielgene c-myc, Cyclin D1, VEGF etc.
112-114

resultiert.
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Grafik 2: Der Wnt-Signalweg nach MacDonald et al. 2009"*®

Erganzend zur oben geschilderten Rolle von B-Catenin im Wnt-Signhalweg
existieren  Studienergebnisse, wonach [p-Catenin auch durch die

zytoplasmatischen Proteinkinasen A (PKA) und D1 (PKD1) phosphoryliert wird,
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allerdings nicht an denselben Aminosaure-Termini, die GSK3 und CK1y zur
Phosphorylierung verwenden. 3-Catenin mit alternativer Phosphorylierung wird
nicht ubiquitinyliert und abgebaut, sondern férdert im Zellkern die
Transkriptionsaktivitat von TCF/Lef bzw. aktiviert den Transkriptions-Coaktivator
CREB-Binding Protein und fuhrt somit trotz Phosphorylierung zu erhohter
Expression der oben genannten Wnt-Zielgene.'****” Nach Maher et al.**® legt
das jeweilige alternative [p-Catenin-Phosphorylierungs-Muster fest, ob J-

Catenin seine Funktionen primar zytoplasmatisch oder im Nukleus austibt.

1.2.3 Zusammenhange zwischen Wnt-Signalweg und Nierenzellkarzinom
Auch beim Nierenzellkarzinom spielt der Wnt-Signalweg eine grof3e Rolle
hinsichtlich Krankheitsentwicklung, Tumorwachstum und Metastasierung. Fur
die meisten Wnt-abhéngigen Rezeptoren, Kinasen und sonstigen Proteine sind
Fehlregulationen oder Interaktionen mit anderen Signalwegen, die mit der
Entstehung von Nierenzellkarzinomen verknipft sind, bekannt.

Janssens et al.'*® konnten bei klarzelligen Nierenzellkarzinomen eine im
Vergleich zu Normalgewebe erhdéhte Expression der Wnt-Rezeptoren Fz5 und
Fz8 nachweisen, fir Fz5 gelang auch der Nachweis einer assoziierten
Akkumulation von nuklearem Cyclin D1. Fur Fz10 wurde der Ligand hypoxia-
inducible protein-2 (HIG2) identifiziert, der sowohl durch die Bindung an Fz10
als auch durch direkte Interaktion mit dem B-Catenin-TCF-Komplex im Nukleus
Zellproliferation induziert.® Im Maus-Modell konnten Sansom et al.*** durch
Manipulation am APC-Gen die Entstehung von Nierentumoren induzieren. Auch
zum mTOR-Signalweg besteht im Wnt-Signalweg eine Verknupfung: Nach Inoki
et al. blockiert Wnt unanhéngig von B-Catenin die GSK3 und aktiviert so
mTOR.'??

Bei 50% der sporadischen klarzelligen Nierenzellkarzinome liegt eine VHL-
Mutation vor (s. 0.). Peruzzi et al."*® und Chitalia et al.*** konnten feststellen,
dass [-Catenin Uber VHL-abhangige E3-Ubiquitin-Ligasen abgebaut wird.
Durch die VHL-Mutation entfallt dieser Mechanismus, B-Catenin kann schneller
akkumulieren und seinen Einfluss auf den Zellzyklus ausiben. Zudem
interagieren die VHL-Zielmolekile HIF-1a und HIF-2a mit p-Catenin: Wahrend
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HIF-1a den nuklearen Komplex aus B-Catenin und TCF spaltet, verstarkt HIF-
2a durch Bindung an den B-Catenin-TCF-Komplex dessen
Transkriptionsaktivitat.**

Weitere Auffalligkeiten wurden in den Genen CXXC4 und IGFBP4 aufgezeigt.
CXXC4 codiert fur den Whnt-Inhibitor Idax und ist beim Nierenzellkarzinom
homozygot deletiert.'* IGFBP4 codiert fiir Insulin-like growth factor-binding
protein 4; Ueno et al.*?’ beschrieben fiir das metastasierte Nierenzellkarzinom
eine Uberexpression mit konsekutiver Wnt-Aktivierung.

Regulare Antagonisten des Wnt-Signalweges sind sFRPs (secreted Frizzled-
related proteins) und WIF-1 (Wnt-inhibitory factor 1) durch Bindung freier Wnt-
Molekile sowie die Familie der Dickkopf-Proteine (DKK), die den Wnt-
Signalweg durch Bindung an Lrp5/6 hemmen. Der Einfluss der Antagonisten
auf Wnt unterliegt epigenetischer Steuerung, zum Teil liegen widersprichliche
Daten bzw. Funktionsbeschreibungen der Antagonisten vor. Werden sFRP5,
WIF-1 oder DKK1-3 hochreguliert, kdnnen sie im Nierenzellkarzinom Apoptose
induzieren. Werden einige der Antagonistengene durch Hypermethylierung
epigenetisch gebremst, resultiert dies in Wnt-Aktivierung und gegebenenfalls
Tumorprogress, nach Urakami et al.'?® besteht eine signifikante Relation des
Methylierungsgrades zum Tumorstadium. FUr hochregulierte DKK4- und
sFRP1-3-Gene wurde ein Tumorprogress beobachtet.'*

Fir immunhistochemische (IHC) Farbungen von Praparaten klarzelliger
Nierenzellkarzinome mit Wnt-Antikorpern liegt eine Studie von Hsu et al.>*° vor,
fur B-Catenin-Antikorper wurden einige wenige Studien durchgefuhrt. Hsu et al.
konnten zeigen, dass die Expression von Wntl0a im
Nierenzellkarzinomgewebe im Vergleich zu Normalgewebe stark erhoht ist und
dies sowohl mit der Entwicklung eines Nierenzellkarzinoms, als auch mit
schlechteren Langzeitergebnissen in Zusammenhang steht (s.u.). In derselben
Untersuchung wiesen die Autoren fur B-Catenin im Karzinomgewebe erhéhte
Expressionen zytoplasmatisch und nukleér, sowie eine niedrigere B-Catenin-

Expression membrands nach.
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Die weiteren bislang fur B-Catenin publizierten Daten stehen zum Teil im
Widerspruch zueinander und sind aufgrund unterschiedlicher Methoden und

Endpunkte schwer miteinander zu vergleichen:

: Farbun :
Studie | ccRCCs g Korrelationen
membrands | zytoplasmatisch nuklear
Kim et al.”*"
22 77,3% 22,7% 0% k. A.
2000
-~ 132 Abgeschwéchte membrandse Farbung
Bilim et al. . . N
i k. A. k. A. k. A. k. A. korreliert mit nodaler Infiltration und
fortgeschrittenem Tumorstadium
Abgeschwéachte membrandse Farbung
Aaltomaa et korreliert mit vendser und perineuraler
s 101 100% 100% 14% o _
al.” 2004 Infiltration sowie kurzem RFS
(recurrence free survival)
Bruder et
o 3 100% 66% 33% k. A.
al.”" 2007
Ronkainen et Nukle&re Farbung korreliert mit
- 128 k. A. 9% 44% o
al.”> 2010 niedrigem Fuhrman-Grade
Zytoplasmatische Farbung korreliert
Lian et al.**® mit héherem Fuhrman-Grade,
48 k. A. 91,7% k. A. )
2012 Tumorstadium und kiirzerem
Langzeituiberleben
Nukledre Farbung korreliert mit
Hsu et al.**° Karzinogenese und schlechterer
284 100% 100% 100%
2012 Prognose bzw. vermehrten RCC-
abhangigen Todesfallen

Tabelle 4: IHC-Studien B-Catenin

1.3 Ziel der Studien

Der Wnt-Signalweg spielt bei Entstehung und Wachstum des
Nierenzellkarzinoms eine kontrovers diskutierte Rolle. Bislang vorliegende
Studien analysieren einzelne Faktoren bzw. Rezeptoren des Whnt-Signalwegs
mit relativ kleinen Kollektiven, gehen aber nicht auf spezifische
immunhistochemische Farbemuster fir Wnt-Antikdrper ein. Die wenigen
Studien zur immunhistochemisch gemessenen [(-Catenin-Expression in
klarzelligen Nierenzellkarzinomen kommen zu sehr unterschiedlichen
Ergebnissen an relativ kleinen Kollektiven und liefern mangels Wnt-Féarbung

keine explizite Auskunft Gber die Interaktion der beiden Proteine.
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Die vorliegende Untersuchung soll anhand von 278 Tumorproben Auskunft Gber
den Bezug Kklinischer Parameter, insbesondere beziiglich der onkologischen
Fragestellungen nach krebsspezifischer (Cancer-Specific-Survival, CSS) und
gesamter Uberlebenszeit (Overall Survival, OS), zur immunhistochemischen
Wnt- bzw. B-Catenin-Expression geben. Mdgliche Korrelationen kdnnen fur die
Entwicklung zuklnftiger diagnostischer und therapeutischer Optionen
ausschlaggebend sein.

Folgende konkrete Fragestellungen sollen durch die vorliegende Arbeit
beantwortet werden:

1. Zu welchen der erhobenen klinischen Daten lassen sich signifikante
Verknipfungen zur Farbecharakteristik eines der untersuchten
Antikdrper nachweisen?

2. Inwieweit korreliert die Lokalisation (membrands, zytoplasmatisch,
nuklear) der Wnt- und pB-Catenin-Farbungen mit den vorliegenden
klinischen Daten?

3. Lassen sich anhand bestimmter Farbemuster Aussagen Uber Prognose
oder Langzeitiberlebensdaten treffen?

4. Wie unterscheiden sich die Farbemuster in den einzelnen Tumorstadien
und lassen sich Aussagen treffen, auf welche Krankheitsphase Wnt und
B-Catenin besonderen Einfluss haben?

5. Liefern die Untersuchungen neue Aspekte fir die Entwicklung
zielgerichteter Wnt- bzw. 3-Catenin-Antagonisten?

6. Inwiefern bestatigen bzw. widerlegen die Ergebnisse die bisher
bekannten Einflisse der Wnt-/B-Catenin-Kaskade auf die Entstehung

und das Wachstum von klarzelligen Nierenzellkarzinomen?
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2. Material und Methoden

2.1 Material

2.1.1 Patientenkollektiv und Datenerhebung

Zunachst wurden die Patientendaten fir alle zwischen Mai 1993 und Marz 2011
an der Klinik fur Urologie der Universitat Tubingen durchgefuhrten radikalen
oder partiellen Nephrektomien gesammelt. Fur alle Patienten wurden die
Befunde der histologischen Untersuchung des Nephrektomiepraparates
recherchiert und neben Patienten- und Archivdaten folgende Parameter soweit

im Befund enthalten in einer Tabelle festgehalten:

- OP-Datum
- Tumorausdehnung (T)
e Tumordurchmesser
e Peripelvine Infiltration durch den Tumor
e Infiltration der Capsula fibrosa renis durch den Tumor
e [nfiltration des perirenalen Fettgewebes durch den Tumor
e Infiltration des Nierenbeckens durch den Tumor
e Infiltration der Nebenniere durch den Tumor
- Regionare Lymphknotenmetastasen (N)
- Fernmetastasen (M)
e Lokalisation der Fernmetastasen
e Datum des ersten Auftretens von Fernmetastasen
- Ausmal der Resektion (R)
e Minimaler Resektionsrand
- Tumorinvasion in Venen (V)
e | okalisation der vendsen Infiltration
- Tumorinvasion in LymphgeféaRe (L)
- Histopathologisches Grading nach Fuhrman (G)
- Histologische Diagnose

e Kilarzelliges Nierenzellkarzinom

25



Material und Methoden

e Papillares Nierenzellkarzinom
= Typ1l
= Typ2

e Chromophobes Nierenzellkarzinom

e Sammelrohr-/Ductus-Bellini-Karzinom

e Urothel-Karzinom

e Onkozytom

e Angiomyolipom

e Zystenniere

e Hydronephrose

e Schrumpfniere
Lokalisation des Tumors

e  Multilokuldres Tumorwachstum

e | okalisation des Tumors linke/rechte Niere

e [okalisation des Tumors im Unter-/Mittel-/Oberpol
Morphologie der Tumorzellen

e Tumornekrose

e Sarkomatoide Entdifferenzierung von Tumorzellen
Datum des Auftretens eines Tumorrezidivs
Follow-up

e |etztes Follow-up

e Sterbedatum

e Tod abhangig vom Nierentumor
Zweittumor

e Datum des ersten Auftretens eines Zweittumors

e | okalisation des Zweittumors
Operation

e Artund Technik des Eingriffs

e Dauer

e Komplikationen

Unter den Patienten fanden sich 606 mit klarzelligem Nierenzellkarzinom. Die

TNM-Klassifikation wurde bei allen Tumoren soweit notig an die aktuelle
Version (2009) der UICC®® angepasst.
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Nach Uberprifung des vorgeschlagenen Studiendesigns stimmte die
Ethikkommission der Universitat Tuibingen den geplanten Untersuchungen zu
(396/2012B01).

Fir das Kollektiv dieser Studie wurden aus den Fallen mit klarzelligem
1993 und

Dezember 2006 operiert wurden und eine Tumorausdehnung von entweder

Nierenzellkarzinom diejenigen ausgewahlt, die zwischen Mai
T1l(a,b) oder T3(a,b,c) aufwiesen. Bei T1-Tumoren wurden G3-Tumoren

ausgeschlossen, bei T3-Tumoren die G1-Tumoren, sodass eine
Gegenuberstellung von Tumoren im Anfangsstadium und im fortgeschrittenen
Stadium vorgenommen werden kann. Es ergab sich ein Kollektiv von 286
Patienten, fir acht davon war im Archiv des Instituts fur Pathologie der
Universitat Tubingen keine Gewebeprobe auffindbar. Die verbleibenden 278
Gewebeproben setzen sich zusammen aus 111 Tla-, 58 T1lb-, 98 T3a-, acht
T3b- und drei T3c-Tumoren. Fir 213 Tumoren konnte auch Normalgewebe
isoliert werden.

Im Durchschnitt lag das Alter aller Patienten bei Nephrektomie bei 62,2 + 12,5
(Mittelwert (MW) £ Standardabweichung (standard deviation, SD)) Jahren, der

Tumordurchmesser bei 5,26 + 2,91 (MW £ SD) Zentimetern.

Tla T1b T3a T3b T3c
Anzahl Praparate Pat. 111 58 98 8 3
% 39,9% | 20,8% | 35,3% 2,9% 1,1%
Geschlecht m/w 76/35 39/19 72/26 7/1 1/2
Durchschnittsalter | Jahre 61,55 60,53 65,40 62,51 58,35
Durchschnittliche
Tumorgroge cm 2,92 5,52 7,15 10,49 9,5
N1/2 Pat. 0 0 10 3 0
% 0% 0% 10,2% | 37,5% 0%
M1 Pat. 3 7 27 1 1
% 2,7% 12% 275% | 12,5% | 33,3%
Gl Pat. 33 13 0 0 0
% 29,7% | 22,4% 0% 0% 0%
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G2 Pat. 78 45 57 7 1
% 70,2% 77,5% 58,1% 87,5% 33,3%
G3/4 Pat. 0 0 41 1 2
% 0% 0% 41,8% 12,5% 66,6%
Tumornekrose Pat. 27 24 56 5 2

% 243% | 41,3% 57,1% 62,5% | 66,6%

Sarkomatoide
Pat. 0 0 19 0 0
Tumorzellen

% 0% 0% 19,3% 0% 0%

Tabelle 5: Kollektiv

2.1.2 Untersuchungsmaterial

Aus dem Archiv des Instituts fur Pathologie der Universitat Tubingen wurden fir
alle 278 Falle in Paraffin fixierte Blocke der Nephrektomiepraparate und die
entsprechenden Hamatoxylin-Eosin(HE)-gefarbten Schnitte herausgesucht.
Gemal den Angaben im Histologiebefund wurden sowohl Préparate mit Tumor-
als auch mit Normalgewebe entnommen und nach T- und G-Stadium sortiert.
An den Schnitten wurden nach mikroskopischer Begutachtung geeignete
Areale von Tumor- und Normalgewebe durch Dr. med. Marcus Scharpf

markiert.

2.2 Methoden

2.2.1 Der Tissue Micro Array (TMA)

Die Technik des Tissue Micro Arrays wurde erstmals 1998 beschrieben und
ist heute eine etablierte Methode zur standardisierten, zeit- und geldsparenden
Untersuchung einer Vielzahl von Gewebeproben unterschiedlicher Organe und
Dignitaten. Bis zu 1000 nur Mikro- oder Millimeter durchmessende
Gewebeproben werden in einen ca. zwei auf drei Zentimeter messenden
Paraffinblock (Recipient) gestanzt, fixiert, mittels Mikrotom geschnitten und
schlie3lich auf einem handelsiblichen Objekttrager gefarbt.

Immunhistochemische Féarbungen koénnen so fir eine Vielzahl von
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Gewebeproben simultan durchgefihrt werden, ohne dass labortechnische
Details (z.B. Inkubationszeiten, Temperaturschwankungen) fur den Vergleich
der Proben untereinander eine allzu grof3e Rolle spielen. So erlaubt diese
Hochdurchsatzmethode  statistisch  valide Aussagen zur Expression
verschiedener Proteine und wird in Forschung und Diagnostik haufig

eingesetzt.'*®

Grafik 3: Tissue Micro Array des Kollektives

2.2.1.1 Erstellen der Tissue Micro Arrays

Mit dem Tissue Arrayer MTA-1 von Beecher Instruments (Sun Prairie,
Wisconsin, USA) wurden aus den Tumor- und Normalgewebeproben der 278
Studienpatienten insgesamt acht Arrays erstellt. Der Arrayer ist mit zwei
Hohlnadeln ausgestattet, die eine zum Ausstanzen eines Gewebezylinders aus
den Nephrektomie-Paraffinblocken (Donor), die andere zum Ausstanzen eines
passenden Hohlraumes im am Arrayer arretierten Recipient-Block. Zunachst
wird der Hohlraum in den Recipient-Block gestanzt und der entnommene
Paraffinzylinder verworfen. AnschlieBend wird auf die Donor-Hohlnadel
gewechselt, die im Arrayer auf den Recipient-Hohlraum ausgerichtet ist. Ein mit
dem markierten HE-Schnitt abgeglichener Donorblock wird auf eine Bricke
Uber den Recipient-Block gelegt, das markierte Areal wird ausgestanzt und
dann nach Entfernung der Bricke direkt in den Hohlraum des Recipient-

Blockes eingebracht.
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Grafik 4: Tissue Arrayer MTA-1'%°

Auf diese Weise wurden pro Reihe im Abstand von 0,75 Millimetern sechs
jeweils einen Millimeter durchmessende Tla- oder -b-Gewebestanzen in die
linke Halfte des Recipient-Blocks gesetzt. Pro Sechserreihe sind zwei Falle mit
jeweils zwei Tumorproben (Tu) und einer Probe Kkorrespondierenden
Normalgewebes (N) abgebildet. In die rechte Halfte wurden in gleicher Weise
Sechserreihen von T3a-, -b- oder -c-Gewebestanzen eingebracht. Zur
Orientierung wurde in der Mitte des Recipient-Blocks ein zwei Millimeter breites
Areal freigelassen und nach einem festgelegten Muster Stanzzylinder von
Plazenta-Gewebe am Rand des Blocks hinzugefiigt. Alles wurde in einem
Schema (s. u., Tabelle 8) festgehalten, hier wurden auch die den einzelnen
Fallen zugeordneten Nummern der Donor-Blocke eingetragen. Je nach GrélRe
des Recipient-Blocks entstanden so pro Block zweimal neun oder zweimal zehn
Sechserreihen von Tumor- oder Normalgewebe im Abstand von je 0,75

Millimetern.
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Tu | Tu N Tu | Tu N Tu Tu N Tu Tu N

| 1 1 1 2 2 2 187 | 187 | 187 | 188 | 188 | 188

Il Placenta 3 3 3 4 4 4 171 | 171 | 171 | 172 | 172 | 172
1 Placenta 5 5 5 6 6 6 173 | 173 | 173 | 174 | 174 | 174
v 7 7 7 8 8 8 175 | 175 | 175 | 176 | 176 | 176
\% 9 9 9 10 10 10 177 | 177 | 177 | 178 | 178 | 178
VI 11 11 11 12 12 12 179 | 179 | 179 | 180 | 180 | 180
VII 13 13 13 14 14 14 181 | 181 | 181 | 182 | 182 | 182
VIl 15 15 15 16 16 16 183 | 183 | 183 | 184 | 184 | 184
IX 17 | 17 | 17 | 18 | 18 | 18 | pjacenta 185 | 185 | 185 | 186 | 186 | 186

Tabelle 6: TMA-Schema

Die fertigen TMAs wurden abschlieRend noch soweit erhitzt, dass die
Probenzylinder fest ins Paraffin einschmolzen und fir den anschlieRenden
Schnittvorgang mittels Mikrotom stabilisiert wurden. Die Schnitte von drei
Mikrometern wurden bei 48°C im Wasserbad gegléattet und nach Aufziehen auf
einen Objekttrager (Superfrost-Plus, Langenbrinck, Teningen) auf einer

Warmeplatte getrocknet.
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Grafik 5: Die acht Tissue Micro Arrays mit den Proben der 278 Patienten

2.2.2 Immunhistochemie (IHC)

Zunachst wurden die Praparate bei Zimmertemperatur in Xylen entparaffiniert,
danach erfolgte die Rehydrierung in absteigender Alkoholreihe durch
wiederholtes Einlegen der Schnitte in Ethanol (Ethanol-Konzentrationen 100%,
96% und 70%). Dann wurden die auf Objekttragern fixierten Schnitte im
Farbeautomaten Benchmark XT (Ventana Medical Systems, Tucson, Arizona,
USA) mit der auf TBE-Puffer (TRIS, Borat, EDTA) basierenden Standardlésung
CCl1 (Ventana Medical Systems, Tucson, Arizona, USA) zur
Antigendemaskierung behandelt. AnschlieRend erfolgte die Applikation der
Wntl- und B-Catenin-Antikdrper: Der Whnt-Antikorper (Cat. No. AB15251,
Abcam, Cambridge, Massachusetts, USA) wurde in einer im Verhéltnis 1:100
verdiinnten Ldsung appliziert, der B-Catenin-Antikdrper (Clone CAT-5H10, Cat.
No. 503-2264, Zytomed Systems, Berlin) in einer im Verhéltnis 1:400
verdinnten Losung (Cat. No. ZUC025-500, Zytomed Systems, Berlin).
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Grafik 6: Schnitt eines TMAs mit B-Catenin-Farbung

Zuvor wurden beide Antikorper auf ihre Spezifitat untersucht: Wntl zeigte
spezifische Proteinbindung an der Positivkontrolle (Mamma-Karzinom) und

keine Reaktion an der Negativkontrolle.

Grafik 7: Positivkontrolle Wntl an Mamma-Karzinom
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Grafik 8: Negativkontrolle Wntl an Mamma-Karzinom

Fur den [B-Catenin-Antikorper wurde keine gesonderte Farbung zur
Positivkontrolle durchgeflihrt, da dieser am Institut flr Pathologie der Universitat
Tldbingen standardisiert und routinemallig eingesetzt wird und die
Farbespezifitat mittels interner Kontrolle auf den gefarbten Praparaten tberprift
wurde.

Mit dem Ultra View DAB Detection Kit (Cat. No. 760-500, Roche, Basel,
Schweiz) wurden die Wnt-Farbungen komplettiert, die B-Catenin-Farbungen
mittels iView DAB Detection-Kit (Cat. No. 760-091, Roche, Basel, Schweiz).
Abschliel3end erfolgte die Gegenfarbung mit Hamatoxylin. Um unspezifische,
durch Biotin-Kreuzreaktionen verursachte Farbemuster in den Tumorproben
auszuschlie3en wurden an stichprobenartig ausgesuchten Schnitten Kontrollen

mit Biotinblocker-Lésung durchgefihrt.
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Grafik 10: Nierenzellkarzinom mit 3-Catenin-Féarbung, Vergréferung 15x
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Grafik 12: Benignes Nierengewebe mit 3-Catenin-Farbung, Vergré3erung 15x
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2.3 Auswertung

2.3.1 Auswertung der immunhistochemischen Fiarbungen

Zur digitalen Auswertung der Immunhistochemie wurden die mit Wnt und (-
Catenin gefarbten Objekttrager mit dem Mirax-Desk-Scanner (Zeiss)
eingescannt. Mit der Mirax-Viewer-Software (Zeiss) konnten alle Scans am
Computerbildschirm begutachtet werden. Fragestellungen bei der Auswertung
waren sowohl bei Tumor- als auch bei Normalgewebsproben der Grad der
Farbung (O=keine, 1=leichte, 2=maRige, 3=starke Farbung) und wie viel
Prozent der Flache der jeweiligen Tumor- oder Normalgewebsprobe durch den

Antikorper gefarbt wurde.

Wntl
Niere

R-catenin
Niere

Wntl
CcC

R-catenin
RCC

Grafik 13: Immunhistochemisch (Wntl und B-Catenin) gefarbte Praparate von Normal- und Karzinomgewebe
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Fir Wnt wurde das Gesamt-Farbemuster bertcksichtigt, fur B-Catenin wurden
die genannten Parameter flir zytoplasmatische, membranése und nukleare
Farbemuster ausgewertet. Fragliche Befunde wurden durch den Pathologen Dr.
med. Marcus Scharpf nachbefundet.

Aus dem Farbegrad (0 bis 3) und dem prozentualen Anteil (O bis 100%) wurde
durch Multiplikation ein Expressionsscore von 0 bis 300 errechnet.
Ruckbezogen auf die Nummerierung der jeweiligen Proben der Arrays wurden
die Scores in die Patiententabelle eingetragen, sodass fur jeden Patienten von
jeweils zwei Tumor- und einer Normalgewebsprobe Scores fir die Wnt-Farbung
sowie fur zytoplasmatische, membrantse und nukleare B-Catenin-Farbung
vorliegen. Im Fall der jeweils zweifach vorliegenden Scores fir Tumorgewebe
wurde das arithmetische Mittel gebildet und in der weiteren Auswertung der so
errechnete Summenscore verwendet.

In der anschlieBenden statistischen Auswertung konnten dann die einzelnen
farbemusterspezifischen Scores mit den oben beschriebenen klinischen Daten

korreliert werden.

2.3.2 Statistische Auswertung

Zur statistischen Auswertung wurden alle Scores als prozentualer Anteil des
Maximalwerts von 300 umgerechnet. Da nur bei 18 der 260 diesbezlglich
auswertbaren Patienten (6,5%) eine nukledre B-Catenin-Farbung vorlag, die
zudem beziglich des gefarbten Flachenanteils nur im einstelligen
Prozentbereich nachgewiesen werden konnte, wurde diese F&arbekategorie
nicht mehr als Score erfasst, sondern nur geprift, ob die jeweilige Probe fur
eine nukleare Farbung positiv oder negativ war.

Im Fall einer Normalverteilung der Ergebnisse wurde das arithmetische Mittel
mit Standardabweichung angewandt. Lag keine Normalverteilung vor, wurde
der Median sowie der IQR (interquartile range, Interquartilsabstand, Differenz
aus 75%- und 25%-Quartile) angegeben. Variablen, die sich in Kategorien
einteilen liel3en, wurden mit absoluten und relativen Frequenzen angegeben.
Die Expressionsscores fur Wnt und zytoplasmatische bzw. membrantse [3-

Catenin-Farbung der korrespondierenden malignen und  benignen
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Gewebeproben wurden nach der Umrechnung in prozentuale Anteile des
Maximalscores mittels nichtparametrischem Wilcoxon-Vorzeichen-Rang-Test
miteinander verglichen.

Am arithmetischen Mittel von 40,0% (Wntl), 69,0% (B-Catenin membrands)
bzw. 37,5% (B-Catenin zytoplasmatisch) orientiert wurden Untergruppen fur
niedrige (<arithmetisches Mittel) und hohe (>arithmetisches Mittel) Expression
eingeteilt. Anhand der Expressions-Untergruppen wurden mittels zweiseitigem
exakten Fisher-Test die Korrelationsanalysen fur die klinischen Daten
durchgefuhrt.

Fur Patienten, die noch am Leben sind, wurde der Zeitpunkt des letzten Follow-
ups festgehalten und diese zu diesem Zeitpunkt zensiert. Zur Analyse des CSS
wurden alle nicht an der Krebserkrankung verstorbenen Patienten ab ihrem
Sterbedatum von der Analyse zensiert. Die sich auf die Uberlebenszeiten
beziehenden  Funktionen  wurden nach  Kaplan-Meier  berechnet,
unterschiedliche Ergebnisse wurden durch Anwendung des Logrank-Tests
verglichen.

Abhéngig von einem Cox-proportinal-Hazard-Regressionsmodell wurden die
uni- und multivariaten pradiktiven Risiken der einzelnen Variablen, bezogen auf
die Unterscheidung von krebsspezifisch und nicht krebsspezifisch verstorbenen
Patienten, bestimmt. Ein zweiseitiger Wahrscheinlichkeitswert von <0,05 (p-
Wert) wurde als signifikant definiert, ohne dass signifikante Ergebnisse als
eindeutige Bestatigung der Ergebnisse herangezogen werden konnen. Die
gesamte Datenauswertung erfolgte mit dem ,Statistical Package for Social
Sciences Software®, Version 18.0 (SPSS Inc., Chicago, lllinois, USA).**
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3. Ergebnisse

3.1 Eigenschaften des Patientenkollektivs

Im Durchschnitt waren die Patienten 62,2 £ 12,5 (MW + SD) Jahre alt, wobei
69,8% mannlichen und 30,2% weiblichen Geschlechts waren. In der T1-Gruppe

(T1la, T1lb) mit weniger fortgeschrittener Erkrankung fanden sich 60,8% der

Patienten, 39,2% der Patienten wiesen ein fortgeschrittenes T3-Tumorstadium
(T3a, T3b, T3c) auf. 113 (41,4%) Patienten waren zum Zeitpunkt der
Auswertung nicht mehr am Leben, 65 (23,8%) verstarben aufgrund ihres

Nierenzellkarzinoms. Weitere Patientencharakteristika sind in Tabelle 7

zusammengefasst:
Parameter Anteil Patienten, n=278
Durchschnittsalter in Jahren 62,2
(= SD) (x12,5)
Geschlecht méannlich/weiblich 194/84
(%) (69,8/30,2)
Gesamtzahl Todesfalle 113
(%) (41,4)
RCC-abhangige Todesfalle 65
(%) (23,8)
Durchschnittlicher Tumordurchmesser 5,26
(x SD) in cm (x2,91)
Stadium T1/T3 169/109
(%) (60,8/39,2)
Lymphknoteninvasion NO/N1+2 265/13
(%) (95,3/4,7)
Fernmetastasen MO/M1 239/39
(%) (86,0/14,0)
Grading nach Fuhrman G1+2/G3+4 234/44
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(%) (84,2/15,8)
Gefaldinvasion neg./pos. 193/85
(%) (69,4/30,6)
Perirenale und -pelvine Fettgewebsinvasion 47
(%) (16,9)
Invasion ins perihilare Fettgewebe 65
(%) (23,4)
Tumornekrose 114
(%) (41,0)
Sarkomatoide Tumorzellen 19
(%) (6,8)

Tabelle 7: Patientencharakteristika

3.2 Analyse der immunhistochemischen Proteinexpression fiir Wnt1
Eine immunhistochemische Farbung mit dem verwendeten Wntl-Antikorper liel
sich in den Tumorproben vor allem im Zytoplasma der proximalen
Tubuluszellen nachweisen. Insgesamt zeigte sich im malignen Gewebe (31,0 +
23,5%; p<0,0001) eine im Vergleich zum Normalgewebe (52,2 + 22,6%)
reduzierte Expression von Wnt1.

Die mittels zweiseitigem exakten Fisher-Test durchgefuhrten
Korrelationsanalysen zwischen klinischen Parametern und hoher (>40,0%) bzw.
niedriger (<40,0%) Wnt1-Expression lieferten folgende signifikante (p<0,05)
Ergebnisse: Hohere Expressionen von Wntl sind mit grof3eren
Tumordurchmessern (p=0,01), fortgeschrittenem Tumorstadium (p=0,004) und
erhohtem Risiko flr gefalinfiltrierendes Tumorwachstum (p=0,02) verknipft.
Tabelle 8 zeigt die errechneten signifikanten und nicht signifikanten

Korrelationen:
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Wnt1 <40,0% Wntl >40,0%
Parameter p-Wert
(n=165) (n=106)
Durchschnittsalter in Jahren 614 63.9 012
(+ SD) (+12,9) (+11,6) ’
Geschlecht ménnlich/weiblich 108/57 80/26 008
(%) (65,5/34,5) (75,5/24,5) ’
Gesamtzahl Todesfalle 66 45 0.80
(%) (59,5) (40,5) '
RCC-abhangige Todesfalle 41 23 -
(%) (64,1) (35.,9) ’
Durchschnittlicher
Tumordurchmesser 4.9 5,8 001
. (+2,6) (+3,0) ’
(= SD) incm
Stadium T1/T3 114/51 50/56 0,004
(%) (69,1/30,9) (47,2/52,8) ’
Lymphknoteninvasion
NO/N1+2 157/8 101/5 10
(95,2/4,8) (95,3/4,7) ’
(%)
Fernmetastasen MO/M1 140/25 93/13 050
(%) (84,85/15,15) (86,0/14,0) '
Grading nach Fuhrman
G1+2/G3+4 136/29 92/14 0.40
(82,0/17,6) (86,8/13,2) ’
(%)
Gefal3invasion neg./pos. 124/41 64/42 000
(%) (75,15/24,85) (60,4/39,6) ’
Perirenale und -pelvine
Fettgewebsinvasion 157/8 94/12 0.06
(95,1/4,9) (88,7/11,3) ’
(%)
Invasion ins perihilare
(86,7/13,3) (84,0/16,0) '
(%)
Tumornekrose 100/65 59/47 0,45
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Tabelle 8: Korrelationen Wntl

Grafik 14: Wnt1-Farbung mit schwacher Farbung (Grad 1), VergroRerung 15x

Grafik 15: Wnt1-Farbung mit méaRiger Farbung (Grad 2), VergroRerung 15x
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Grafik 17: Wnt1-Farbung an Normalgewebe, VergroRerung 15x. P=proximaler Tubulus, D=distaler Tubulus
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3.3 Analyse der immunhistochemischen Proteinexpression fiir 8-
Catenin

Der B-Catenin-Antikdrper farbte in erster Linie Zellmembranen und Zytoplasmen
sowohl der Tumorproben als auch des Normalgewebes. Eine Farbung des
Zellkerns liel3 sich nur in 18 von 260 Tumorproben (6,5%) in sehr geringer
Auspragung (<5% der Tumorzellen) nachweisen, im Normalgewebe fand sich
keine nukleare Farbung.

Grafik 18: elnzelner Zellkern mit B- Catenm Farbung in der B|Idm|tte (Pfeil), VergroRerung 30x
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Grafik 20: B-Catenin-Farbung Normalgewebe, Vergréerung 15x
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3.3.1 Membrandse f3-Catenin-Farbung

Die Analyse der membrandsen B-Catenin-Farbung ergab verglichen mit den

Tumorproben (55,8 + 15,8%) eine im Normalgewebe erhdhte Farbeintensitéat

(60,6 + 12,8%; p=0,47).

Im durchgefuhrten exakten Fisher-Test ergaben sich signifikante Korrelationen

zwischen klinischen Parametern und hoher (>69,0%) bzw. niedriger (<69,0%)

membranodser Expression von B-Catenin: Eine Uberexpression membrandsen

B-Catenins ist mit hdherem Tumorstadium (p=0,03), héherem Grading (p=0,04),

gefaRinfiltrierendem Tumorwachstum (p=0,01) und dem Auftreten von

Tumornekrose (p=0,04) assoziiert. Weitere Korrelationen kdnnen Tabelle 9

entnommen werden.

B-Catenin B-Catenin
membrands membrands
Parameter p-Wert
<69,0% >69,0%
(n=186) (n=70)

Durchschnittsalter in Jahren 61.8 64.2 017

(x Standardabweichung, SD) (£12,6) (£12,3) :
Geschlecht mannlich/weiblich 134/52 43127 o1

(%) (72,0/28,0) (61,4/38,6) ’
Gesamtzahl Todesfélle 79 34 020

(%) (67,9) (32,1) ’

RCC-abhangige Todesfalle
%) 39 (66,1) 20 (33,9) 0,24
Durchschnittlicher

Tumordurchmesser 5,3 5,4 0.87

(x2,8) (x2,8) '

(x SD) in cm

Stadium T1/T3 119/67 34/36 003

(%) (64,0/36,0) (48,6/61,4) ’

Lymphknoteninvasion

NO/N1+2 180/6 64/6 0.10

(96,8/3,2) (91,4/8,6) '

(%)
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Fernmetastasen MO/M1 150/27 61/9 084
(%) (85,5/14,5) (87,1/12,9) :
Grading nach Fuhrman
G1+2/G3+4 162/24 53/17 004
(87,1/12,9) (75,7/24,3) :
(%)
Gefaldinvasion neg./pos. 137/49 30/31 001
(%) (73,7/26,3) (55,7/44,3) :
Perirenale und -pelvine
Fettgewebsinvasion 171/15 66/4 0.60
(91,9/8,1) (94,3/5,7) :
(%)
Invasion ins perihilare
(84,4/15,6) (88,6/11,4) :
(%)
Tumornekrose 114/72 33/37 004
(%) (61,3/38,7) (47,1/52,9) *
Sarkomatoide Tumorzellen 175/11 63/7 028
(%) (94,1/5,9) (93,0/7,0) '

Tabelle 9: Korrelationen 3-Catenin membrands

o

Grafik 21: B-Catenin-Farbung mit schwacher membrandser Farbung (Grad 1), Vergréf3erung 15x
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Grafik 23: B-Catenin-Farbung mit starker membrandser Farbung (Grad 3), Vergrof3erung 15x
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3.3.2 Zytoplasmatische 3-Catenin-Firbung

Auch fur zytoplasmatisches B-Catenin zeigte sich eine im Normalgewebe (43,2
+ 14,3%) starkere Farbung als im Tumorgewebe (38,8 + 13,5%; p=0,25).

Die Korrelationsanalyse zeigte signifikante  Korrelationen  zwischen
Uberdurchschnittlicher zytoplasmatischer B-Catenin-Farbung (>37,5%) und
groReren Tumoren (p=0,01), héherem Tumorstadium (p=0,003), Infiltration von
Lymphknoten (p=0,04), hoherem Grade nach Fuhrman (p<0,001),
gefaRinfiltrierendem  Tumorwachstum  (p=0,002) sowie sarkomatoider
Entdifferenzierung der Tumorzellen (p=0,01). Signifikante und nicht signifikante
Korrelationen zu anderen Parametern sind in Tabelle 10 ersichtlich.

B-Catenin B-Catenin
zytoplasmatisch | zytoplasmatisch
Parameter p-Wert
<37,5% >37,5%
(n=225) (n=31)

Durchschnittsalter in Jahren 62.2 64.1 -

(x Standardabweichung, SD) (£12,7) (#11,7) :
Geschlecht méannlich/weiblich 157/68 20/11 05

(%) (69,8/30,2) (64,5/35,5) ’
Gesamtzahl Todesfalle 89 17 011

(%) (84,0) (16,0) ’
RCC-abhangige Todesfalle 47 12 001

(%) (79,7) (20,3) ’

Durchschnittlicher

Tumordurchmesser 5,2 6,4 0.01

(x2,7) (x2,9) '

(x SD) in cm

Stadium T1/T3 144/81 /22 0,003

(%) (64,0/36,0) (29,0/71,0) ’

Lymphknoteninvasion

NO/N1+2 217/8 2714 0.04

(96,4/3,6) (87,1/12,9) ’

(%)

Fernmetastasen MO/M1 193/32 27/4 1,0
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(%) (85,8/14,2) (87,1/12,9)
Grading nach Fuhrman
G1+2/G3+4 199/26 16/15 <0.001
(88,4/11,6) (51,6/48,4) =
(%)
Gefaldinvasion neg./pos. 163/62 13/18 0,002
(%) (72,4/127,6) (41,9/58,1) :
Perirenale und -pelvine
Fettgewebsinvasion 208/17 29/2 10
(92,4/7,6) (93,55/6,45) :
(%)
Invasion ins perihilare
(86,2/13,8) (80,65/19,35) :
(%)
Tumornekrose 133/92 14/17 018
(%) (59,1/40,9) (45,2/54,8) :
Sarkomatoide Tumorzellen 213/12 25/6 001
(%) (94,7/5,3) (80,65/19,35) :

.
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Tabelle 10: Korrelationen B-Catenin zytoplasmatisch

Grafik 24: B-Catenin-Farbung mit schwacher zytoplasmatischer Farbung (Grad 1, Markierungen), Vergroerung 15x
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Grafik 26: B-Catenin-Farbung mit starker zytoplasmatischer Farbung (Grad 3), VergroRerung 15x
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3.3.3 Nukleare B-Catenin-Firbung

Die zur Wntl- sowie zu membrandser und zytoplasmatischer B-Catenin-
Farbung analog durchgefiihrten Berechnungen und Korrelationsanalysen
ergaben fur nukledre B-Catenin-Farbemuster keine signifikanten Ergebnisse

und werden im Folgenden nicht aufgelistet oder weiter berticksichtigt.

3.4 Analyse der Langzeitiiberlebensdaten

Das mediane Follow-up der Patienten lag bei 65 Monaten (IQR 20-100). Von
den 278 Patienten waren zum Zeitpunkt der Auswertung noch 165 (59,4%) am
Leben, 65 (23,8%) waren aufgrund des Nierenzellkarzinoms verstorben, 48
(17,3%) wegen anderer Ursachen.

3.4.1 Korrelationen von Wnt1 und f3-Catenin zu Gesamtiiberleben (0S) und
krebsspezifischer Uberlebensrate (CSS)
Der Logrank-Test ergab keine signifikanten Unterschiede zwischen niedriger

und hoher Wntl-Expression:

Wnt1 <40,0% wntl >40,0% p-Wert
Medianes OS in 1249 109 0,73
Monaten (109,7-140,2) (92,1-125,9)
Medianes CSS 153,8 138,9 0,84
in Monaten (139,7-167,9) (121,6-156,2)

Tabelle 11: Korrelationen Wntl zu OS und CSS
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Grafik 27: Kaplan-Meier-Kurve OS Wntl
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Grafik 28: Kaplan-Meier-Kurve CSS Wntl
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Auch flr niedrige bzw. hohe membrandse B-Catenin-Expression konnten keine

signifikanten Unterschiede im OS bzw. CSS nachgewiesen werden:

B-Catenin B-Catenin
membrands membrands p-Wert
<69,0% >69,0%
Medianes OS in 125,2 97,1 0,27
Monaten (110,3-140,0) (79,2-115,0)
Medianes CSS 160,7 121,4 0,28
in Monaten (147,8-173,7) (102,8-140,0)

Tabelle 12: Korrelationen B-Catenin membrands OS und CSS
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Grafik 29: Kaplan-Meier-Kurve OS B-Catenin membrands
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Zeitin Monaten  Grafik 30: Kaplan-Meier-Kurve CCS B-Catenin membrands

Dagegen ergaben sich fir Patienten mit niedriger zytoplasmatischer 3-Catenin-

Expression sowohl hinsichtlich des OS als auch des CSS signifikant verlangerte

Uberlebensdaten:
B-Catenin B-Catenin
zytoplasmatisch zytoplasmatisch p-Wert
<37,5% >37,5%
Medianes OS in 1249 66,9 0,03
Monaten (111,4-181,0) (45,7-88,1)
Medianes CSS 160,9 81,1 0,01
in Monaten (149,2-172,7) (58,8-103,5)

Tabelle 13: Korrelationen B-Catenin zytoplasmatisch OS und CSS
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3.4.2 Einfluss von Wnt1 und f-Catenin auf prognostische Uberlebensdaten

Im Cox-Regressionsmodell zeigten sich signifikante Relationen sowohl
zwischen krebsabhéngigen (CSS) als auch zwischen nichtkrebsabhangigen
(OS) Todesfallen und allgemeinen klinisch-pathologischen Variablen: Im Falle
von fortgeschrittenen Stadien, positivem Nachweis von Lymphknoten- oder
Fernmetastasen, hoheren Fuhrman-Grades, Tumornekrose, sarkomatoider
Entdifferenzierung sowie bei nachgewiesener Tumorinvasion in Gefal3e oder in
den Sinus renalis war das Risiko eines krebsabhangigen aber auch eines
krebsunabhangigen Versterbens bei den jeweiligen Patienten erhdht (p<0,002).
Bei Patienten mit Tumorinfiltration ins perirenale Fettgewebe (p=0,008) und bei
Uber das arithmetische Mittel (64 Jahre) fortgeschrittenem Lebensalter
(p=0,007) ergab sich eine jeweils signifikant verkiirzte Lebenserwartung (OS).
Beziglich der Immunhistochemie lieBen sich im univariaten Cox-
Regressionsmodell nur flr erhdohte zytoplasmatische B-Catenin-Expressionen
signifikante Korrelationen zu erhdhten Risiken krebsabhéngiger (CSS; p=0,012)
bzw. -unabhangiger (OS; p=0,035) Todesfalle nachweisen.

. _ Hazard Ratio (95% CI)
Variable Kategorie
(O p-Wert CSS p-Wert
> /< 1,69 1,00
Alter _ 0,007 0,97
Median | (1,15-2,48) (0,62-1,64)
Méannlich / 0,90 0,58
Geschlecht o 0,60 0,08
Weiblich | (0,59-1,26) (0,31-1,07)
4,32 9,62
T-Stadium T1/T3 <0,0001 <0,0001
(2,93-6,37) (5,20-17,77)
3,22 5,01
N-Stadium NO / N1+2 <0,0001 <0,0001
(1,68-6,19) (2,50-10,20)
5,51 9,57
M-Stadium MO / M1 <0,0001 <0,0001
(3,59-8,47) (5,65-16,19)
G1+2/ 3,80 6,78
Fuhrman-Grade <0,0001 <0,0001
G3+4 (2,52-5,72) (4,13-11,13)
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_ . 1,80 2,81
Tumornekrose ja/ nein 0,002 <0,0001
(1,24-2,60) (1,70-4,66)
Sarkomatoide ) ) 4,60 7,36
) _ ja/ nein <0,0001 <0,0001
Entdifferenzierung (2,72-7,76) (4,08-13,25)
: : : . 3,10 5,67
Gefaldinvasion ja/ nein <0,0001 <0,0001
(2,13-4,50) (3,39-9,50)
Perirenale und
) ) ) 2,53 2,20
-pelvine ja/ nein 0,008 0,50
_ , (1,23-4,11) (1,00-4,84)
Fettgewebsinvasion
Invasion ins
o _ _ 2,29 2,78
perihilare ja/ nein <0,0001 <0,0001
(1,46-3,58) (1,59-4,85)
Fettgewebe
> /< 1,18 0,95
Wntl-Score _ 0,40 0,84
Median | (0,81-1,73) (0,57-1,58)
B-Catenin-Score > /< 1,26 1,35
. 0,27 0,28
membrands Median | (0,84-1,89) (0,79-2,30)
B-Catenin-Score > /< 1,75 2,26
_ _ 0,035 0,012
zytoplasmatisch Median | (1,04-2,94) (1,20-4,27)

Tabelle 14: Univariate Cox-Regressionsanalyse

In der multivariaten Analyse bestétigte sich die erhdhte zytoplasmatische [3-

Catenin-Expression nicht als unabhangige Vorhersagevariable fir CSS und OS,

fortgeschrittenes Lebensalter bestatigte sich nur als Pradiktor hinsichtlich eines

verkirzten OS (Hazard Ratio (HR):

1,88; p=0,002).

Dagegen waren

fortgeschrittenes Tumorstadium (CSS HR: 4,30; p<0,0001; OS HR 2,63;
p<0,0001) und der Nachweis von Fernmetastasen (CSS HR: 4,58; p<0,0001,;
OS HR 3,43; p<0,0001) auch in der multivariaten Analyse signifikante

unabhangige Vorhersagevariablen fir CSS und OS.
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Hazard Ratio (95% CI)

Variable Kategorie
(ON p-Wert CSS p-Wert
>/< 1,88 1,18
Alter _ 0,002 0,56
Median (1,25-2,83) (0,69-2,00)
2,63 4,30
T-Stadium T1/T3 <0,0001 <0,0001
(1,63-4,23) (2,03-9,10)
_ 1,59 1,89
N-Stadium NO / N1+2 0,23 0,13
(0,75-3,42) (0,83-4,32)
: 3,43 4,58
M-Stadium MO / M1 <0,0001 <0,0001
(2,09-5,62) (2,46-8,52)
G1+2/ 0,98 1,37
Fuhrman-Grade 0,96 0,37
G3+4 (0,54-1,80) (0,69-2,73)
: : 1,23 1,65
Tumornekrose ja/nein 0,30 0,08
(0,83-1,84) (0,94-2,90)
Sarkomatoide . . 1,63 1,62
_ . ja/ nein 0,15 0,16
Entdifferenzierung (0,83-3,20) (1,68-3,45)
B-Catenin-Score > /< 1,00 0,88
: _ 0,99 0,75
zytoplasmatisch Median (0,55-1,84) (0,43-1,83)

Tabelle 15: Multivariate Cox-Regressionsanalyse
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4. Diskussion

Neoplasien der Nieren sind in Deutschland bei Mannern auf Rang sechs, bei
Frauen auf Rang neun der haufigsten Ausléser krebsbedingter Todesfalle.® Bis
zu 90% der Nierentumore sind klarzellige Nierenzellkarzinome.> Obwohl in den
letzten Jahren eine ganze Reihe neuer zielgerichteter Substanzen die
medikamentdse Therapie des klarzelligen Nierenzellkarzinoms stark verandert
hat, ist die Prognose bei fortgeschrittener Tumorerkrankung weiterhin nicht
zufriedenstellend. Dies macht die Erforschung neuer potentieller Ziele auf
zellularer Ebene und die Entwicklung entsprechender Therapeutika erforderlich.
Ein Fokus liegt dabei auf dem kanonischen Wnt-/B-Catenin-Signalweg, dessen
Einfluss auf unterschiedliche, oft maligne Erkrankungen bis dato immer wieder
neue Erkenntnisse bringt, gleichzeitig, wie Dbereits beschrieben, bei teils
undbersichtlicher Datenlage aber auch kontroverse Diskussionen auslést. Die
Familie der Wnt-Proteine spielt beim embryonalen Zellwachstum, bei der
Entwicklung von Zellpolaritat und bei der Zelldifferenzierung eine wesentliche
Rolle. Im adulten Organismus konnen uber den Wnt-Signalweg der Zellzyklus
und einige Zielgene reguliert werden, Fehler im Signalweg kénnen zu einer
Vielzahl von Erkrankungen fihren, insbesondere Tumorerkrankungen werden
durch Alterationen von Zellzyklus und Genexpression unterhalten.

B-Catenin ist eines der Haupteffektorproteine im kanonischen Wnt-Signalweg
und spielt somit eine herausragende Rolle bei der Pathogenese Wnt-
assoziierter Erkrankungen, nicht zuletzt durch seinen Einfluss auf den Prozess
der epithelial-mesenchymalen Transition. Wntl war 1982 als erstes Protein
seiner Art entdeckt worden, bislang sind direkt mit Wntl verknipfte humane
Krankheitsbilder nicht bekannt.**?

Fur einige Karzinome ist eindeutig eine Fehlregulation oder eine Mutation des
Wnt-Signalweges oder einer seiner Komponenten nachgewiesen.
Prominentestes  Beispiel ist eine  Keimbahnmutation im  APC-
Tumorsuppressorgen, das fur das im Wnt-Signalweg am cytoplasmic
destruction complex beteiligte APC-Protein codiert, welches eine Akkumulation
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von B-Catenin verhindert. Die APC-Mutation verursacht die Familidre
Adenomatose Polyposis (FAP), ein autosomal-dominant vererbtes
Tumorsyndrom, bei dem sich aus gehauft auftretenden Dickdarmpolypen bei
verhaltnismaliig jungen Patienten regelhaft Kolonkarzinome bilden. Mangels
APC kann B-Catenin fehlreguliert im Zytosol akkumulieren und im Zellkern
Teilungssignale aktivieren, was in eine beschleunigte Adenom-Karzinom-
Sequenz miindet.’** Gleichzeitig besteht in diesem Fall eine verminderte
membrandse Expression von B-Catenin, wéhrend sich bei nicht mutiertem APC
ein starkes membrandses sowie schwache zytoplasmatische und nukleare [3-
Catenin-Farbemuster nachweisen lassen.'*?

Fur zahlreiche Gene, die fur Molekille des Wnt-Signalweges codieren, sind

Defekte und damit verbundene Erkrankungen bekannt;**®

Defektes Gen Assoziierte Erkrankung

APC Familiare Adenomatdse Polyposis

LRP5 Osteoporose-Pseudogliom-Syndrom
LRP5 Familiare exsudative Vitreoretinopathie
LRP6 Koronare Herzerkrankung

LRP6 Spéatmanifestation des Morbus Alzheimer
FzD4 Familiare exsudative Vitreoretinopathie
Norrin Familiare exsudative Vitreoretinopathie
WNT3 Tetraamelie

WNT4 Ruckbildung des Muller-Gangs, Virilisierung
WNT4 SERKAL-Syndrom

WNT5B Diabetes Mellitus Typ 2

WNT7A Fuhrmann-Syndrom

WNT10A Odonto-onycho-dermale Dysplasie
WNT10B Ubergewicht

WNT10B Ektrodaktylie

AXIN1 Hepatozellulares Karzinom™*

TCF4 Diabetes Mellitus Typ 2

AXIN2 Agenesie der Zéhne

Tabelle 16: Erkrankungen mit Assoziation zum Wnt-Signalweg, modifiziert nach Nusse 2012™
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Defekte des fur B-Catenin codierenden Gens CTNNB1 sind fur einige,
groftenteils maligne Erkrankungen verantwortlich. Unter anderen wurden fur
kolorektale Karzinome, anaplastische Schilddrisenkarzinome,
Medulloblastome, Ovarialkarzinome und Pleuramesotheliome sowie fir die
benignen Speicheldrisenadenome und Pilomatrixome CTNNB1-Mutationen
nachgewiesen. Zusatzlich werden Hepatoblastome, hepatozellulare Karzinome
und Prostatakarzinome mit CTNNB1-aktivierenden Mutationen in Verbindung
gebracht.'*®

Nach den onkologischen Erfolgen mit Small Molecules und zielgerichteten
Therapeutika wird nun an Substanzen geforscht, die die einzelnen Bestandteile
des Wnt-Signalwegs modifizieren und so den Krankheitsverlauf beeinflussen
sollen. Bislang gestaltet sich die Suche nach geeigneten Molekulen schwierig
und ist von den ersten klinischen Tests noch weit entfernt: Der im Zellkern
gelegene Komplex aus B-Catenin und TCF ist zu flichtig, GSK3 und CK1y
haben zu vielfaltige Funktionen und die Polaritaten von Zellen, Rezeptoren und
intrazellularen Signalmolekilen bereiten Probleme, ein geeignetes Molekdl in
die Nahe seines Zieles zu bringen. Aul3erdem sind Teile des Wnt-Signalweges
noch nicht ausreichend und widerspruchslos erforscht. Die besten Aussichten
hat aktuell der Porc-Inhibitor IWP.2¢ Porc vermittelt die Azetylierung von Whnt,

noch bevor es die Zelle verlasst. Ohne die angehangten Lipide verbleibt Wnt

intrazellular und kann seine Funktionen nicht ausiiben.**#4*2°
) _ _ Effekt auf den _
Molekdl Ziel Funktion _ Studie
Wnt-Signalweg
WP Porc Inhibitor Inhibition Lu et al., 2009
XAV939 Tankyrase/Axin Axin-Aktivator Inhibition Huang et al., 2009
IWR Axin Axin-Aktivator Inhibition Lu et al., 2009
Pyrvinium CK1 Inhibitor Inhibition Thorne et al., 2010
Coghlan et al.
SB-216763 GSK3 Inhibitor Aktivierung
2000
BIO GSK3 Inhibitor Aktivierung Sato et al, 2004
ICG-001 CREB-binding protein Inhibitor Inhibition Emami et al., 2004
Lepourcelet et al.,
PKF115-584 TCF/ B-Catenin Inhibitor Inhibition 2004

Tabelle 17: Zielgerichtete Therapeutika am Wnt-Signalweg nach Clevers et al., 2012
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Als weiterer Therapieansatz wird die Entwicklung bzw. Anwendung von siRNAs
(small interfering RNAs) diskutiert, welche direkte Wirkung auf die
epigenetische Steuerung der p-Catenin-Expression hatten.

Uberdies wurden fur einige bekannte Medikamente unspezifische Effekte auf
potentiell durch Alterationen des Whnt-Signalwegs ausgeldste Erkrankungen
nachgewiesen: Protektive Wirkung haben demnach NSAIDs (non-steroidal anti-
inflammatory drugs) wie Aspirin oder Indomethacin; auf3erdem sollen Retinoide,
Flavonoide und Valproinsaure den Wnt-Signalweg beeinflussen.'*’

Alle bisher identifizierten Wnt-Proteine aktivieren leicht modifiziert die Wnt-
Signalkaskade, fur deren einzelne Komponenten beziglich des
Nierenzellkarzinoms einige Alterationen bekannt sind: Zunachst bindet freies
extrazellulares Wnt an die membranstandigen Fz- und Lrp5/6-Rezeptoren. Fz5
und Fz8 sind beim Nierenzellkarzinom hoher exprimiert als in

1% an Fz10 gebundenes HIG2 induziert Zellproliferation'?°. An

Normalgewebe
Lrp5/6 binden die Wnt-Inhibitoren der DKK-Familie, hochregulierte Gene fur
DKK1® DKK2" und DKK3™® kénnen im Nierenzellkarzinom Apoptose
auslosen; eine Uberexpression von WIF-1, welcher freie Wnt-Molekiile bindet,
|6st ebenso Apoptose in Nierenzellkarzinomen aus. Andererseits wurde von
Kawakami et al.' fiur das Nierenzellkarzinom eine signifikante WIF-1-
Downregulation nachgewiesen. Auch sFRPs vermdgen freie Wnt-Molekile zu
binden, in der Literatur finden sich jedoch sowohl Anhaltspunkte fir eine
Tumorsuppressor- als auch fiir eine Tumorpromotorfunktion der sFRPs.'?
IGFBP-4 interagiert mit dem Wnt-Signalweg durch Bindung an Fz8 und Lrp6>2
und ist bei metastasierten Nierenzellkarzinomen (iberexprimiert'?’. Die
geschilderten  Informationen  wurden  vorrangig durch  Chromatin-
Immunoprazipitation, Genomexpressions-Analysen und Uber die Bestimmung
von mMRNA-Levels gewonnen.

Hsu et al.'®* untersuchten 2012 ein Kollekiiv von 284 Patienten mit
Nierenzellkarzinom, unter anderem im Hinblick auf die immunhistochemische
Expression von Wntl0a im Tissue Micro Array. Fur malignes Gewebe konnte
eine im Vergleich zu Normalgewebe stark erhdhte zytoplasmatische Expression

von WntlOa nachgewiesen werden, was in der Studie als unabh&ngiger
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Risikofaktor mit der Entwicklung des Nierenzellkarzinoms und schlechteren
Langzeitiberlebenschancen einhergeht. Korrelationsanalysen fir einzelne
klinisch-histologische Parameter wie etwa TNM-Stadium oder
gefaRinfiltrierendes Tumorwachstum wurden von Hsu et al. nicht durchgefuhrt.
Eine Beteiligung der Wnt-Proteine und der unmittelbar mit diesen
interagierenden Rezeptoren, Liganden und Effektoren an der Entstehung, dem
weiteren Wachstum und der Metastasierung des Nierenzellkarzinoms, aber
auch am potentiellen programmierten Zelltod von Zellen eines Nierentumors ist
aufgrund der geschilderten Zusammenhénge offensichtlich.

Die Ergebnisse der in dieser Arbeit an 278 Tumorproben inklusive
korrespondierendem Normalgewebe durchgefihrten immunhistochemischen
Analyse zu den Farbeeigenschaften eines Wntl-Antikdrpers an klarzelligen
Nierentumoren lassen zunéchst keine eindeutigen Schlisse auf die
Kanzerogenese zu, die Signifikanz der Ergebnisse demonstriert dennoch den
Einfluss von Wntl auf die Entwicklung des Nierenzellkarzinoms: Verglichen mit
Normalgewebe (52,2 + 22,6%) lasst sich im Tumorgewebe (31,0 £ 23,5%) eine
signifikant schwachere Wntl-Farbeintensitat nachweisen (p<0,0001).

Dies steht im Widerspruch zu den Ergebnissen von Hsu et al., die in der
Immunhistochemie fur WntlOa signifikant starkere Expressionen in
Malignomgewebe als in Normalgewebe nachweisen konnten. Gleichzeitig ist
bekannt, dass Alterationen der unterschiedlichen Wnt-Molekile sehr
heterogene Krankheitsbhilder auslosen (siehe Tabelle 16) und der Vergleich von
wntl mit WntlOa daher nur bedingt moglich ist. Mdglicherweise sind die
Farbeeigenschaften des Wntl-Antikorpers auch durch eine Wntl-Bindung an
Fz- und Lrp5/6-Rezeptoren oder Whnt-inhibierende Faktoren wie WIF-1 und
SsFRPs beeinflusst; ebenso kann die erniedrigte Wntl-Expression im
Tumorgewebe durch Bindung von mehr freien Wntl-Moleklilen an durch
epigenetische Regulation vermehrt vorhandene Fz-Rezeptoren, was wiederum
mit Tumorprogress in Verbindung steht, erklart werden.

Signifikante Korrelationen zwischen Tumoren mit erhohter (>40%) Wntl-
Expression und grolBeren Tumordurchmessern (p=0,01), fortgeschrittenem

Tumorstadium (p=0,004) sowie erhdéhtem Risiko fir gefaRinfiltrierendes
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Tumorwachstum (p=0,02) bestéatigen den Einfluss des Wnt-Signalwegs auf die
Biologie des klarzelligen Nierenzellkarzinoms, was sowohl Tumorentstehung als
auch weiteres Wachstum betrifft. Obwohl aufgrund dieser Korrelationen eine
Verknupfung von erhohter Wntl-Expression mit schlechteren
Langzeitergebnissen zu erwarten ware, liel3 sich fur Wntl weder im uni- noch
im multivariaten Cox-Regressionsmodell ein signifikanter Einfluss auf
Langzeitiiberlebensdaten (OS, CSS) nachweisen.

Diesbezlglich arbeiteten Hsu et al. fur Patienten mit erhohter Wntl0a-
Expression Korrelationen zu schlechteren Langzeitergebnissen heraus: Sowohl
die univariate (p<0,001) als auch die multivariate (p=0,017) Regressionsanalyse
ergab ein erhohtes Risiko fur kirzeres OS, auch bei den Daten fur
krankheitsfreies Uberleben (DFS, Disease-free Survival) zeigten sich uni-
(p<0,001) wie multivariat (p=0,009) signifikant erhdhte Risiken fur Rezidive bei
erhohter Wntl10a-Expression.

Das Potential des Wnt-Signalwegs als Therapie-Ziel sowie der Stellenwert
bisher postulierter Alterationen des Signalwegs im Nierenzellkarzinom werden
durch unsere Ergebnisse untermauert, wenngleich nicht alle Ergebnisse mit den
bislang publizierten Daten im Detail Ubereinstimmen.

Im weiteren Ablauf des Wnt-Signalweges ist B-Catenin das intrazellulare
Schlusselprotein der Kaskade. Ohne rezeptorgebundenes Wnt verhindert der
cytoplasmic destruction complex aus B-Catenin, Axin, GSK3, CK1y und APC
die zytosolische B-Catenin-Akkumulation und sorgt fir den BTrCP-vermittelten
B-Catenin-Abbau im Proteasom. Wenn hingegen Wnt an Fz und Lrp5/6 bindet,
wird Lrp5/6 durch GSK3 und CK1y phosphoryliert und Axin bindet an den
Phosphorrest. Dadurch zerféllt der cytoplasmic destruction complex und (-
Catenin akkumuliert im Zytoplasma. Konsekutiv verdrangt -Catenin im Zellkern
Groucho/TLF und bindet an TCF und Lef, was schlie3lich zur vermehrten
Transkription der (-Catenin-Zielgene fuhrt. Gleichzeitig besteht eine enge
Verknupfung zwischen membrandsem und zytoplasmatischem (-Catenin sowie
der EMT bzw. dem Verlust von E-Cadherin und dadurch zu invasivem

Tumorwachstum.
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Bezogen auf das Nierenzellkarzinom sind einige Alterationen des
intrazellularen, B-Catenin-abhangigen Teils des Wnt-Signalweges beschrieben.
Der Abbau von B-Catenin im Proteasom ist unter anderem von E3-Ubiquitin-
Ligasen abhéngig, welche einer Steuerung durch das VHL-Gen unterliegen;
dieses wiederum ist in 50% der klarzelligen Nierenzellkarzinome mutiert, was
zu gestortem B-Catenin-Abbau fihrt. Auch die VHL-Zielgene HIF-1a und HIF-2a
wirken auf B-Catenin: HIF-1a spaltet den nukledaren B-Catenin-TCF-Komplex
und senkt die Transkriptionsaktivitat, HIF-2a steigert diese durch Bindung an
den B-Catenin-TCF-Komplex.!#*1%

Idax ist ein Protein, das durch Bindung an Dishevelled den Wnt-Signalweg
inhibiert. FUr das fortgeschrittene Nierenzellkarzinom konnte eine homozygote
Deletion des fiir Idax codierenden Genes CXXC4 nachgewiesen werden.'®® In
diesem Zusammenhang ist aul3erdem bemerkenswert, dass sowohl das VHL-
Gen als auch das B-Catenin-Gen auf Chromosom 3 lokalisiert ist. Maestro et
al.™®® wiesen in (ber 40% der Nierenzellkarzinome einen ,oss of
heterozygosity“ am kurzen Arm des Chromosoms 3 nach, was dafur spricht,
dass neben dem VHL-Gen weitere auf Chromosom 3 lokalisierte Gene an der
Entwicklung eines Nierenzellkarzinoms beteiligt sein kdnnten.

Auch diese Studienergebnisse untermauern den Einfluss des B-Catenin-
abhangigen Wnt-Signalwegs auf das Nierenzellkarzinom. Zudem liegen einige
immunhistochemische Studien vor, die die Farbeeigenschaften eines [-
Catenin-Antikérpers im Nierenzellkarzinom bezogen auf Farbemuster und
klinische Parameter analysieren:

al.’®"  untersuchten im Jahr 2000 unter anderem mittels

Kim et
Immunhistochemie in 52 Nierenzellkarzinom-Praparaten (davon 22 ccRCC)
Alterationen der B-Catenin-Expression. In funf der klarzelligen Karzinome
(22,7%) fand sich eine zytoplasmatische Farbung, wahrend papillare und
chromophobe Tumoren keine Farbung des Zytoplasmas aufwiesen.
Membrandse Farbemuster lieRen sich ohne erkennbares Muster in mehreren
Praparaten aller Karzinom-Subtypen nachweisen, eine Farbung des Zellkerns
fand sich in keinem Praparat. Korrelationen zu klinischen Daten wurden nicht

untersucht.
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Bilim et al.**?

analysierten immunhistochemische B-Catenin-Farbemuster in 77
primaren und zwolf metastasierten Nierenzellkarzinomen. Auf die
Tumorsubtypen wurde in der Studie nicht eingegangen. In 15,5% der Praparate
konnte eine relativ zu den restlichen Tumoren reduzierte membrantse [3-
Catenin-Farbung und damit korrelierend fortgeschrittene Stadien (p<0,05)
sowie nodale Tumorinvasion (p<0,05) beobachtet werden. Farbemuster, die fur
eine zytoplasmatische oder nukledare B-Catenin-Uberexpression sprechen,
fanden sich ebenso wenig wie Verknipfungen der B-Catenin-Farbung zu
Rezidiv- oder Langzeitiberlebensdaten.

2004 wiesen auch Aaltomaa et al.'®*® einen Zusammenhang zwischen
reduzierter membrandser [-Catenin-Farbung und Kklinischen Daten nach:
Signifikante Korrelationen zeigten sich bezogen auf vendse (intratumoral:
p=0,02; extratumoral p=0,029) und perineurale (p<0,001) Tumorausbreitung
sowie kurzes riickfallfreies Uberleben (p=0,006). Untersucht wurden 124 (davon
101 Klarzellige) Nierenzellkarzinome, membrantse und zytoplasmatische
Farbungen fanden sich in unterschiedlichen Ausmafien in allen Praparaten,
eine nukledre Farbung einiger weniger Zellkerne konnte in 17 Fallen (14%)
nachgewiesen werden. Signifikante Korrelationen zwischen zytoplasmatischen
oder nuklearen Farbemustern und klinischen Daten wurden nicht gefunden.

In einer Studie an 34 jungen Patienten mit Nierentumoren wiesen Bruder et
al.’®* im Normalgewebe eine starkere membrandse B-Catenin-Farbung in
Sammelrohren und Henle’'scher Schleife sowie eine auffallige zytoplasmatische
Farbung im Bereich der proximalen und distalen Tubuli nach. Eine dominante 8-
Catenin-Farbung im Zellkern lie3 sich weder in benignem noch malignem
Gewebe nachweisen, funf Praparate zeigten eine schwache fokale nukleéare
Farbung. Von den drei in der Studie bericksichtigten Kklarzelligen
Nierenzellkarzinomen zeigten zwei eine starke membrantse Farbung,
zytoplasmatisch wurden uneinheitliche Farbemuster nachgewiesen. Klinische
Daten wurden nicht mit den Ergebnissen der Immunhistochemie korreliert.

Die Arbeitsgruppe um Ronkainen®™*® fiihrte immunhistochemische B-Catenin-
Farbungen an 152 Nephrektomiepraparaten durch, worunter sich 128

klarzellige Karzinome befanden. 44% aller Praparate zeigten eine Farbung des
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Zellkerns, welche mit niedrigem Fuhrman-Grade (p=0,005), nicht jedoch mit
Tumorstadium oder Langzeitiberlebensdaten korrelierte. In 9% der Proben
wurde eine zytoplasmatische [(-Catenin-Farbung beobachtet, signifikante
Verbindungen zu klinischen Daten lieBen sich nicht herstellen. Membrantse
Farbemuster wurden in der Studie nicht bericksichtigt.

Lian et al.*®

analysierten 2012 B-Catenin-Farbungen an 60
Nierenzellkarzinomen (48 ccRCC). Klarzellige Tumore zeigten eine signifikant
starkere zytoplasmatische B-Catenin-Expression als Normalgewebe (p<0,001),
was bezogen auf alle untersuchten Tumore mit dem histologischen Grade nach
Fuhrman (p=0,016), dem Tumorstadium (p=0,039) und kirzerem
Langzeitiberleben (p=0,045) korrelierte. Membrantése oder nukleédre
Farbemuster wurden nicht separat ausgewertet.

Ebenfalls 2012 wurden von Hsu et al. 284 Proben von
Nierenzellkarzinomgewebe immunhistochemisch mit einem [B-Catenin-
Antikdrper gefarbt. Hierbei konnte eine verstarkte B-Catenin-Farbung von
Zytoplasma und Zellkernen demonstriert werden, wahrend sich im
Normalgewebe eine starkere Farbung der Zellmembranen und nur eine
schwache zytoplasmatische [B-Catenin-Farbung zeigte. AulBerdem konnte die
nukleare B-Catenin-Farbung als unabhéangiger Risikofaktor fur die Entwicklung
eines Nierenzellkarzinoms, fur kirzeres OS (univariat p<0,001, multivariat
p=0,03) und fiir kiirzeres krankheitsfreies Uberleben (DFS; univariat p<0,001,
multivariat p=0,017) identifiziert werden. In der univariaten Analyse wurde auch
fur erhdhtes zytoplasmatisches p-Catenin ein kirzeres OS (p=0,001) und DFS
(p=0,001) nachgewiesen, was sich multivariat aber nicht als signifikantes
Ergebnis bestatigte. Fir die erhdhte bzw. die erniedrigte membrandse [3-
Catenin-Farbung fanden sich keine signifikanten Korrelationen zu
Langzeituiberlebensdaten.

Die Ergebnisse der eigenen immunhistochemischen [-Catenin-Farbungen
stehen zum Teil im Einklang mit vorbeschriebenen Studienresultaten. Zunéchst
fallt auf, dass die B-Catenin-Expression ebenso wie die Wnt-1-Expression
verglichen mit Normalgewebe im Tumorgewebe reduziert ist, allerdings nicht

signifikant. Dies gilt fir die membrandse (p=0,47) wie die zytoplasmatische
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(p=0,25) B-Catenin-Expression, bezogen auf die membrantse Farbung findet
sich eine Ubereinstimmung mit Bilim et al., hinsichtlich der zytoplasmatischen
Farbung stehen unsere Ergebnisse im Widerspruch zu den Resultaten von Lian
und Hsu et al.

Die in den eigenen Untersuchungen beobachteten Korrelationen von
membrandser B-Catenin-Uberexpression (>69,0% des Maximalscores) mit
héherem Tumorstadium (p=0,03), gefaRinfiltrierendem Tumorwachstum
(p=0,01) und dem Auftreten von Tumornekrose (p=0,04) bzw. von
zytoplasmatischer B-Catenin-Uberexpression (>37,5% des Maximalscores) mit
groBeren Tumoren (p=0,01), Tumorstadium (p=0,003), Infiltration von
Lymphknoten (p=0,04), Grade nach Fuhrman (p<0,001), gefaRinfiltrierendem
Tumorwachstum (p=0,002) sowie sarkomatoider Entdifferenzierung der
Tumorzellen (p=0,01) widersprechen den Ergebnissen von Kim und Aaltomaa,
die Korrelationen zu Kklinischen Daten fur die reduzierten [(-Catenin-
Expressionen herstellten. Lian et al. hingegen fanden ebenfalls signifikante
Assoziationen zwischen B-Catenin-Uberexpression und klinischen Parametern.
Die in unseren Untersuchungen herausgearbeiteten Korrelationen fur erhohte
membrandse B-Catenin-Expression widersprechen sowohl den Analysen von
Kim und Aaltomaa als auch der etwa fur das Kolon-Karzinom gangigen Theorie,
wonach membranodses (-Catenin nur in Normalgewebe erhoht ist und in
Tumorgewebe in der Regel zu Gunsten erhohter zytoplasmatischer und
nuklearer Expression erniedrigt ist. Dies kann dadurch bedingt sein, dass die
korrelierenden Parameter (hdheres Tumorstadium, gefaBinfiltrierendes
Tumorwachstum, Auftreten von Tumornekrose) fur weit fortgeschrittene
Tumoren charakteristisch sind und die Konfiguration des membrantésen (-
Catenins in diesem Fall von anderen Faktoren bestimmt wird. Gleichzeitig
weichen auch Magen- und invasiv duktale Mamma-Karzinome von der
gangigen Theorie ab.**

Bezogen auf die Langzeitiberlebensdaten wiesen wir in der univariaten,
allerdings nicht in der multivariaten Cox-Regressions-Analyse eine Korrelation
zwischen erhohter zytoplasmatischer B-Catenin-Expression (>37,5% des

Maximalscores) und kirzerem CSS (p=0,01) sowie OS (p=0,03) nach.
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Tendenziell entspricht dies den Ergebnissen von Lian et al., die fir
zytoplasmatische B-Catenin-Uberexpression ein kiirzeres Langzeitiiberleben
(p=0,045) ermittelten. Auch Hsu et al. wiesen univariat signifikante
Korrelationen von erhOhter zytoplasmatischer (-Catenin-Expression zu
kirzerem OS und DFS nach.

Fur die membrantse B-Catenin-Expression fanden sich keine Relationen zu
Langzeitiberlebensdaten, was auch bei den anderen Studien zur
immunhistochemischen B-Catenin-Expression im Nierenzellkarzinom der Fall
war.

Eine fokale B-Catenin-Farbung des Zellkernes wiesen wir in 6,5% der Praparate
nach, was sich am ehesten mit den Ergebnissen von Bruder et al. deckt und im
Widerspruch zu den Resultaten von Hsu et al. steht. Diese fuihrten zudem noch
Farbungen fir c-myc und Cyclin D1 durch und fanden fir jeweils erhohte
Expressionen teils signifikante Korrelationen zu kiirzerem OS und DFS. Unsere
Resultate lassen keine weiteren Schlisse auf Prozesse im Zellkern zu und
stehen in Kontrast zu Untersuchungen an anderen Karzinomen mit
nachgewiesener nuklearer B-Catenin-Akkumulation und resultierender EMT.
Andererseits sind in der Literatur auch alternative Phosphorylierungszustande
von B-Catenin beschrieben (s.0.), die mit erhohter nukledarer Phospho-3-
Catenin-Expression und daraus resultierender vermehrter Transkription der
Whnt-Zielgene in Verbindung stehen. Mdglicherweise ware eine zusétzliche
immunhistochemische Farbung mit einem Phospho-B-Catenin-Antikdrper

diesbeziiglich aufschlussreich gewesen.

Mit 278 Patienten stellt diese Studie zu Wnt und B-Catenin bislang eine der
grol3ten ihrer Art dar und leistet einen Beitrag zur weiteren Erforschung des
Whnt-Signalweges. Unsere Ergebnisse unterstreichen die Annahme, dass der
Wnt-Signalweg Einfluss auf die Entstehung und das weitere Wachstum von
klarzelligen Nierenzellkarzinomen hat. Dies wird vor allem durch die
herausgearbeiteten Korrelationen zwischen Patientendaten bzw.
Tumorcharakteristika und den Analysen der Immunhistochemie deutlich.

Gleichzeitig zeigt unsere Studie aber auch die Komplexitat des Whnt-
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Signalweges auf und weist auf einige nicht naher verstandene Details hin,
besonders was die verschiedenen Lokalisationen und Wirkungen von (3-Catenin
sowie die Rolle der EMT im Nierenzellkarzinom betrifft. Die nachgewiesene
Verknupfung hoher zytoplasmatischer (-Catenin-Expression mit kirzerem
medianen CSS und OS spricht eindeutig fir einen aktivierten Wnt-Weg bzw.
eine relevante zytoplasmatische B-Catenin-Akkumulation beim
Nierenzellkarzinom, jedoch ist nicht exakt nachvollziehbar, wie sich B-Catenin
zwischen Membran, Zytoplasma und Zellkern mit welchen Effekten bewegt. Die
von anderen Karzinomentitdten wie etwa dem Kolon-Karzinom bekannte und
immunhistochemisch nachvollziehbare Verlagerung von B-Catenin aus den
Zellmembranen ins Zytoplasma und die B-Catenin-Akkumulation im Zellkern
konnte fur das Nierenzellkarzinom in dieser Form nicht bestatigt werden.

Zusammenfassend stellt der Wnt-/3-Catenin-Signalweg im Nierenzellkarzinom
eindeutig ein potentielles kinftiges Therapieziel dar, wenngleich ein tieferes und
detaillierteres Verstandnis des Signalwegs zur Entwicklung zielgerichteter

Therapeutika notig ist.
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Zusammenfassung

5. Zusammenfassung

Fur einige Bestandteile der Wnt-/B-Catenin-Signalkaskade wurden jlungst
Zusammenhange  zur  Entwicklung und zum  Fortschreiten  von
Nierenzellkarzinomen nachgewiesen. Fur Wntl, einem der Schlisselliganden
im Signalweg, liegen bezuglich des Nierenzellkarzinoms bislang allerdings
kaum Daten vor. Daher wurde in dieser Studie der Einfluss von Alterationen der
von Wntl ausgehenden Achse des Signalwegs auf das Haupteffektorprotein 3-
Catenin untersucht, ein besonderes Augenmerk war auf Zusammenhange mit
klinisch-pathologischen Daten sowie Langzeitiiberlebensdaten gerichtet.

In Tissue-Micro-Array-Technik wurden korrespondierende Areale von Tumor-
und Normalgewebe von 278 Patienten mit klarzelligem Nierenzellkarzinom
immunhistochemisch jeweils mit einem Wntl- und einem (-Catenin-Antikdrper
gefarbt und anschlieBend die Expressionsmuster ausgewertet. Aus
Farbeintensitat und prozentualem Anteil der gefarbten Zellen wurden Scores
errechnet und zwischen Karzinom- und Normalgewebe verglichen. Basierend
auf dem jeweiligen Median des Maximalscores von Wntl, membrandser und
zytoplasmatischer B-Catenin-Expression wurden die Scores kategorisiert und
mit klinischen und pathologischen Daten korreliert. Die Uberlebensdaten
wurden mit Logrank-Test und Kaplan-Meier-Schatzung analysiert, in Cox-
Regressionsanalysen wurden Wntl und (-Catenin als Prognosefaktoren
untersucht.

Eine vermehrte Wntl-Expression war mit groRerem Tumordurchmesser,
fortgeschrittenem Stadium und GefalRinvasion assoziiert (p<0,02), erhohte
membrandse  [(B-Catenin-Expression  mit  fortgeschrittenem  Stadium,
Gefalinvasion und Tumornekrosen (p<0,01). Bei erhéhter zytoplasmatischer (-
Catenin-Expression fanden sich Korrelationen zu grofRerem
Tumordurchmesser, fortgeschrittenem  Stadium, Lymphknoteninfiltration,
hoherem Fuhrman-Grade, Gefallinvasion und sarkomatoider Entdifferenzierung
(p=<0,01), sowie in der univariaten Cox-Regressionsanalyse signifikant verkirzte
Uberlebenszeiten fur OS (HR 1,75; p=0,035) und CSS (HR 2,26; p=0,012).
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Zusammenfassung

Zusammengefasst waren aggressivere Tumoren mit im Vergleich zu
Normalgewebe veranderten Wntl- bzw. B-Catenin-Expressionen verknipft,
gleichzeitig fielen die Komplexitat des Wnt-Signalweges und einige nicht naher
verstandene Details auf, besonders was die verschiedenen Lokalisationen und
Wirkungen von [B-Catenin sowie die Rolle der EMT im Nierenzellkarzinom
betrifft. Die von anderen Karzinomentitaten (z.B. Kolon-Karzinom) bekannte und
immunhistochemisch nachvollziehbare Verlagerung von B-Catenin aus den
Zellmembranen ins Zytoplasma und die Akkumulation im Zellkern konnte fur
das Nierenzellkarzinom in dieser Form nicht bestatigt werden. Dennoch
sprechen unsere Ergebnisse eindeutig fur einen aktivierten Wnt-Weg bzw. eine
relevante zytoplasmatische B-Catenin-Akkumulation beim Nierenzellkarzinom,

weshalb der Signalweg als potentielles zukiinftiges Therapieziel zu sehen ist.
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